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1 .一 种 用 于 产生 神经 元 群体 的 体外 方法 ,其 包括 ; 

(a) 在 体外 组 合 多 个 兴奋 性 神经 元 和 抑制 性 神经 元 ,和 

(b) 将 神经 元 培养 足够 的 时 间 以 允许 形成 神经 网 络 ; 

其 中 所 述 兴 奋 性 神经 元 和 所 述 抑制 性 神经 元 都 源 自 多 能 干细胞 ;并 且 

其 中 所 述 兴 奋 性 神经 元 与 所 述 抑制 性 神经 元 的 比率 足以 允许 产生 同步 神经 元 放电 或 
同步 动作 电位 。 

2. 如 权利 要 求 1 所 述 的 方法 ,其 中 神经 元 塔 养 物 进一步 包含 星 形 胶 质 细胞 ,其 中 所 述 
形 胶 质 细胞 源 自 多 能 干细胞 。 

3. 如 权利 要 求 1-2 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 多 能 干细胞 是 人 诱导 多 能 干 (GPS) # 


ia 


HE 


胞 。 


4. 如 权利 要 求 1-2 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 多 能 干细胞 是 源 自 小 鼠 、 大 鼠 、 灵 长 
动物 、 猿 或 猴 的 iPS 细 胞 。 

5. 如 权利 要 求 1-4 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 iPS 细 胞 源 自 健康 供 体 。 

6. 如 权利 要 求 1-4 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 iPS 细 胞 源 自 患 有 疾病 的 受 试 对 象 。 

7. 如 权利 要 求 6 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 疾病 是 神经 疾病 或 神经 变性 疾病 。 

8. 如 权利 要 求 7 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 疾 病 是 自 闭 症 \ 疗 病 、 精 神 分 裂 症 .ADHD、ALS 或 双 
相 性 精神 障碍 。 
9. 如 权利 要 求 1-8 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 神 经 元 群体 包含 约 30% 至 约 90% 的 
兴奋 性 神经 元 和 约 10% 至 约 70% 的 抑制 性 神经 元 。 

10. 如 权利 要 求 9 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 神 经 元 群体 还 包含 约 5 中 至 约 25 站 的 星 形 胶 质 
细胞 ,其 中 所 述 星 形 胶 质 细胞 源 自 iPS 细 胞 。 

11. 如 权利 要 求 10 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 星 形 胶 质 细胞 源 自 人 iPS 细 胞 。 

12. 如 权利 要 求 1 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 神经 元 群体 包含 源 自 多 能 干细胞 的 兴奋 性 神经 
元 的 第 一 培养 物 和 源 自 多 能 干细胞 的 抑制 性 神经 元 的 第 二 培养 物 的 混合 物 ;其 中 所 述 第 一 
培养 物 包 含 至 少 约 70% 的 GABA 能 神经 元 ;并 且 其 中 所 述 第 二 培养 物 包含 至 少 约 90% 的 谷 氨 
发 能 神经 元 。 

13. 如 权利 要 求 12 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 多 能 干细胞 是 人 诱导 多 能 干 LPS) 细胞 。 

14. 如 权利 要 求 12 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 群 体 包含 约 90% 至 约 20% 的 第 一 培养 物 和 约 
10% 至 约 80% 的 第 二 培养 物 。 

15. 如 权利 要 求 14 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 神经 元 群体 进一步 包含 约 5% 至 约 25% 的 星 形 
胶 质 细胞 ,其 中 所 述 星 形 胶 质 细胞 源 自 iPSC。 

16. 如 权利 要 求 1-15 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 在 多 电极 阵列 上 培养 神经 元 群体 。 

17. 如 权利 要 求 16 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 多 电极 阵列 是 Maestro MEA. 

18. 如 权利 要 求 16 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 多 电极 阵列 包括 至 少 8 个 电极 。 

19. 如 权利 要 求 16 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 多 电极 阵列 包括 至 少 16 个 电极 。 

20. 如 权利 要 求 16-19 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 多 电极 阵列 包括 在 多 电极 阵列 中 
不 同 孔 中 的 所 述 神经 元 的 多 种 培养 物 , 其 中 兴奋 性 与 抑制 性 神经 元 的 比率 在 培养 物 之 间 不 
同 。 

21. 如 权利 要 求 1-20 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 兴奋 性 神经 元 是 谷 氨 酸 能 神经 元 、 
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多 巴 胺 能 神经 元 或 胆 碱 能 神经 元 。 
22. 如 权利 要 求 1-21 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 抑制 性 神经 元 是 GABA 能 神经 元 。 
23. 如 权利 要 求 1-22 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 神经 元 群体 包括 皮质 神经 元 、 多 巴 
胺 能 神经 元 ` 胆 碱 能 神经 元 海马 神经 元 、 杏 仁 核 神经 元 ` 周 围 神经 元 .运动 神经 元 或 表达 伤 
害 感受 器 的 神经 元 。 
24. 如 权利 要 求 1-23 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 方法 进一步 包括 使 神经 元 群体 与 
测试 化 合 物 接触 。 
25. 如 权利 要 求 24 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 测试 化 合 物 能 调节 神经 传递 。 

26. 如 权利 要 求 1-25 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,还 包括 检测 或 测量 群体 的 电 活 性 或 神经 元 
活性 。 
27. 如 权利 要 求 26 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 检测 或 测量 包括 测量 由 所 述 群 体 产生 的 电压 。 

28. 如 权利 要 求 27 所 述 的 方法 ,其 中 来 自 所 述 检 测 或 测量 的 数据 使 用 论 eli 钨 神经 分 析 仪 
进行 分 析 。 

29. 由 权利 要 求 1-28 中 任 一 项 所 述 的 方法 产生 的 神经 元 培养 物 。 

30. 如 权利 要 求 29 所 述 的 培养 物 , 其 中 所 述 神经 元 包括 在 多 电极 阵列 中 或 多 电极 阵列 
Es 
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由 源 自 多 能 干细胞 的 细胞 形成 的 神经 网 络 


[0001] ”本 申请 要 求 于 2014 年 8 月 19 日 提交 的 美国 临时 专利 申请 No .62/039,244 的 权益 ,其 
全 部 内 容 通过 引用 并 入 本 文 。 


技术 领域 
[0002] ”本 发 明 一 般 涉及 分 子 生物 学 、 细 胞 生物 学 和 医学 领域 .更 具体 地 ,本 发 明 涉 及 混合 
或 组 合 源 自 多 能 干细胞 的 神经 元 的 培养 物 以 及 使 用 这 样 的 混合 细胞 培养 物 的 方法 。 


背景 技术 
[0003] “只 有 当 兴 奋 和 抑制 之 间 存 在 适当 的 平衡 时 ,哺乳 动物 大 脑 才 恰当 地 工作 .兴奋 性 

抑制 性 (E/T) 比率 的 不 平衡 与 异常 感官 处 理 和 无 意识 有 关 (Zhang 和 Sun,2011;Massimini 
et al.,2012) 。 提 高 的 B/I 比 率 可 以 导致 延长 的 新 及 质 回 路 活动 、 刺 激 性 超 敏 反 应 、 认 知 障 
Ae All (Hagerman FllHagerman, 2002;Gibson et al. ,2008: 在 Zhang 和 Sun,2011 中 综述 ) ০ 
类 似 地 ,EXZI 比 率 的 降低 与 诸如 社交 障碍 和 自 闭 症 行为 以 及 精神 发 育 迟 灌 (Rett 综 合 征 ) 等 
异常 有 关 (Tabuchi et al.,2007;Dani et al.,2005; 在 Zhang 和 Sun ,2011 中 综述 ) CAR 
分 研究 并 确定 E/I 比 率 在 发 育 过 程 中 变化 ,兴奋 降低 和 抑制 增加 ,并 且 三 者 中 任 一 者 的 这 些 
变化 中 的 偏差 能 破坏 E/I 比 率 (在 Zhang 和 Sun,2011 中 综述 ) 。 随 着 神经 疾病 发 病 率 的 急剧 上 
升 ,需要 改进 的 治疗 。 然 而 ,获得 临床 相关 的 细胞 模型 仍然 是 神经 科学 研究 和 药物 开发 中 的 
主要 挑战 。 人 诱导 多 能 干细胞 (iPSO 衍生 的 神经 元 提供 可 用 于 促进 对 神经 疾病 机 制 的 更 好 
理解 的 细胞 类 型 .显然 ,需要 可 以 更 有 效 地 模拟 体内 系统 的 体外 方法 。 


发 明 内 容 

[0004] ”本 发 明 通 过 在 一 些 方面 提供 源 自 诱导 多 能 干细胞 (iPSC 或 iPS 细 胞 ) 的 神经 元 的 改 
民 培 养 物 来 克服 现 有 技术 中 的 局 限 性 ,所 述 神经 元 可 在 体外 显示 神经 网 络 的 同步 簇 放电 
(bursting) 。 在 一 些 方面 , 任 选 地 与 额外 的 星 形 胶 质 细胞 一 起 , 共 培 养 各 种 比率 的 兴奋 性 神 
经 元 和 抑制 性 神经 元 。 这 些 神经 元 培养 物 可 以 用 于 例如 检测 由 于 将 神经 培养 物 暴露 于 测试 
化 合 物 而 引起 的 网 络 通信 的 变化 ,这 些 神经 元 培养 物 可 以 用 于 例如 检测 由 于 将 神经 培养 物 
暴露 于 测试 化 合 物 而 引起 的 网 络 通信 变化 。 在 一 些 实施 方式 中 ,通过 混合 兴奋 性 和 抑制 性 
神经 元 然后 使 用 多 电极 阵列 测量 自发 同步 神经 簇 放电 而 产生 同步 神经 网 络 。 
[0005] ”本 发 明 的 一 个 方面 涉及 用 于 产生 神经 元 群体 的 体外 方法 ,其 包括 : (a) 在 体外 组 合 
多 个 兴奋 性 神经 元 和 抑制 性 神经 元 ,和 (p) 将 神经 元 培养 足够 的 时 间 以 允许 形成 神经 网 络 ; 
其 中 所 述 兴 奋 性 神经 元 和 所 述 抑制 性 神经 元 都 源 自 多 能 干细胞 ;并 且 其 中 所 述 兴奋 性 神经 
元 与 所 述 抑制 性 神经 元 的 比率 足以 允许 产生 同步 神经 元 放电 或 同步 动作 电位 。 神 经 元 的 培 
养 物 可 以 进一步 包含 星 形 胶 质 细胞 ,其 中 所 述 星 形 胶 质 细胞 源 自 多 能 干细胞 .所 述 多 能 
细胞 可 以 是 人 诱导 多 能 干 (induced pluripotent stem, iPS) 细胞 .所 述 多 能 干细胞 可 以 是 
源 自 小 鼠 、 大 鼠 、 灵 长 类 动物 、 猿 或 猴 的 iPS 细 胞 。 在 一 些 实施 方式 中 ,所 述 iPS 细 胞 源 自 健康 
供 体 (例如 ,健康 人 供 体 ) 。 在 一 些 实施 方式 中 ,所 述 iPS 细 胞 源 自 患 有 疾病 的 受 试 对 象 ( 例 
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如 , 患 有 疾病 例如 遗传 疾病 的 人 ) 。 所 述 疾病 可 以 是 神经 疾病 或 神经 变性 疾病 。 所 述 疾病 可 


以 是 例如 自 闭 症 、 癖 病 、 精 神 分 裂 症 、.ADHD 、ALS 或 双 相 性 精神 障碍 (bipolar disorder) 。 神 
经 元 群体 可 以 包含 约 30% 至 约 90% 的 兴奋 性 神经 元 和 约 10% 至 约 70% 的 抑制 性 神经 元 。 所 


述 群 体 可 以 包含 约 30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85 或 90% 
何 范围 内 的 兴奋 性 神经 元 。 所 述 群 体 可 包含 约 10、15、20、25、30、35 


的 或 从 其 中 可 导出 的 任 
、40、45、50、55、60、65 或 


70% 的 或 从 其 中 可 导出 的 任何 范围 内 的 抑制 性 神经 元 。 神 经 元 群体 可 以 在 具有 约 300-320、 


约 305-315 或 约 300、305、310、315、320m0smo1 或 从 其 中 可 导出 的 任 


何 范围 内 的 摩尔 渗透 奈 


浓度 (osmolarity) 的 溶液 或 培养 基 中 培养 , 温 育 和 /或 提供 ,所 述 溶液 或 培养 基 可 以 补充 有 


N2、B27、 视 黄 酸 、 脑 源 性 神经 营养 因子 (BDNF) 、 源 自 神 经 胶 质 细胞 的 神经 营养 因子 (GDNF) ২ 
抗坏血酸 、cAMP、 层 粘连 蛋白 和 /或 胆固醇 中 的 1、2、3、4、5 种 或 更 多 种 或 全 部 ,在 一 些 实施 方 
式 中 ,神经 元 群体 还 包含 约 5 中 至 约 25%% 的 星 形 胶 质 细胞 ,其 中 所 述 星 形 胶 质 细胞 源 自 1PS 


细胞 0১50) ,例如 人 iPS 细 胞 。 所 述 星 形 胶 质 细胞 可 以 源 自 人 iPS 细 


胞 ;例如 ,所 述 星 形 胶 质 


细胞 可 以 源 自 人 ipPS 细 胞 ,其 中 所 述 iPS 细 胞 由 来 自 健 康 供 体 或 患 病 供 体 的 细胞 产生 。 在 一 


些 实施 方式 中 ,神经 元 群体 包含 源 自 多 能 干细胞 的 兴奋 性 神经 元 的 


第 一 培养 物 和 源 白 多 能 


干细胞 的 抑制 性 神经 元 的 第 二 培养 物 的 混合 物 ; 其 中 所 述 第 一 培养 物 包含 至 少 约 70% 的 
GABA 能 神经 元 ;并 且 其 中 所 述 第 二 培养 物 包含 至 少 约 90% 的 谷 氨 酸 能 神经 元 ,在 一 些 实施 


方式 中 ,所 述 多 能 干细胞 是 人 诱导 多 能 干 (GPS) 细胞 。 所 述 群 体 可 以 


包含 约 90% 至 约 20% 的 


第 一 培养 物 和 约 10% 至 约 80% 的 第 二 培养 物 , 所 述 神经 元 群体 可 以 进一步 包含 约 5% 至 约 


25% 的 星 形 胶 质 细胞 ,其 中 所 述 星 形 胶 质 细胞 源 自 iPSC。 在 一 些 实施 方式 中 ,在 多 电极 阵列 
(例如 ,Maestro MEA、Axion MEA;Axion Biosystems,Atlanta,GA) 上 培养 神经 元 群体 。 所 述 
多 电极 阵列 可 以 包括 至 少 8 个 电极 。 在 一 些 实施 方式 中 ,所 述 多 电极 阵列 包括 至 少 16 个 电 
极 。 例 如 ,所 述 多 电极 阵列 可 以 在 多 电极 阵列 中 的 每 个 孔 中 包含 至 少 8 个 、 至 少 16 个 、 至 少 32 
个 或 至 少 64 个 电极 。 在 一 些 实施 方式 中 ,在 所 述 多 电极 阵列 的 每 个 孔 中 ,至少 8、16、32 或 64 


个 单独 嵌入 的 微 电 极 (例如 , 约 30-50um 直 径 ; 约 200-350um 中 心间 吕 
电极 ) 可 以 用 于 同时 监测 神经 元 的 活动 。 所 述 多 电极 阵列 可 以 包括 


Bs 任 选 具有 集成 的 接地 
在 多 电极 阵列 中 不 同 孔 


中 的 所 述 神经 元 的 多 种 培养 物 , 其 中 兴奋 性 与 抑制 性 神经 元 的 比率 在 塔 养 物 之 间 不 同 。 在 
一 些 实施 方式 中 ,所 述 兴 奋 性 神经 元 是 谷 氨 酸 能 神经 元 、 多 巴 胺 能 神经 元 或 胆 碱 能 神经 元 。 


在 一 些 实施 方式 中 ,所 述 抑 制 性 神经 元 是 GABA 能 神经 元 。 所 述 神 经 


元 群体 可 以 包括 皮质 神 


经 元 ` 多 巴 胶 能 神经 元 ` 胆 碱 能 神经 元 ,海马 神经 元 、 杏 仁 核 神经 元 


` 周 围 神经 元 、 运 动 神经 


元 或 表达 伤害 感受 器 的 神经 元 。 所 述 方法 可 以 进一步 包括 使 神经 元 群体 与 测试 化 合 物 接 


触 .在 一 些 实施 方式 中 ,测试 化 合 物 可 以 调节 神经 传递 ,在 一 些 实施 方式 中 ,所 述 方法 还 包 


括 检测 或 测量 群体 的 电 活 性 或 神经 元 活性 ,在 一 些 实施 方式 中 ,所 


全 


iCell@NeuroAnalyzer) 进行 分 析 。 


述 检 测 或 测量 包括 测量 


所 述 群 体 产 生 的 电压 。 来 自 所 述 检测 或 测量 的 数据 可 以 例如 使 用 认 sHi 久 神经 分 析 仪 ( 


[0006] ”本 发 明 的 男 一 方面 涉及 如 本 文 所 述 或 通过 本 发 明 的 方法 产生 的 神经 元 的 培养 物 。 


所 述 培 养 物 可 以 包含 兴奋 性 神经 元 、 抑 制 性 神经 元 和 神经 网 络 ,其 


中 所 述 兴 奋 性 神经 元 与 


所 述 抑 制 性 神经 元 的 比率 足以 允许 产生 同步 神经 元 放电 或 同步 动作 电位 ,在 一 些 实施 方式 


中 ,神经 元 包括 在 多 电极 阵列 中 或 多 电极 阵列 上 。 
[0007] ”本 发 明 的 另 一 方面 涉及 包含 多 个 兴奋 性 神经 元 和 抑制 性 


申 经 元 的 神经 元 培养 物 ， 
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其 中 所 述 兴奋 性 神经 元 和 所 述 抑制 性 神经 元 都 源 自 多 能 干细胞 :并且 其 中 所 述 兴 奋 性 神经 
元 与 抑制 性 神经 元 的 比率 足以 允许 产生 同步 神经 元 放电 或 同步 动作 电位 。 如 本 文 所 述 , 所 
述 多 能 细胞 可 以 是 诱导 多 能 细胞 ,例如 本 文 所 述 来 自 健 康 或 患 病 的 哺乳 动物 或 人 受 试 对 
象 .神经 元 的 培养 物 可 以 例如 本 文 所 述 在 多 电极 阵列 上 提供 。 所 述 兴奋 性 与 抑制 性 神经 元 
的 比率 在 多 电极 阵列 的 不 同 孔 中 可 以 变化 或 者 可 以 不 变化 .所 述 神经 元 群体 可 以 在 具有 约 
300-320、 约 305-315 或 约 300、305、310、315、320m0smol 或 从 其 中 可 导出 的 任何 范围 内 的 摩 
尔 渗透 压 浓 度 的 溶液 或 培养 基 (例如 ,生理 学 上 可 接受 的 细胞 培养 基 ) 中 培养 , 温 育 和 /或 提 
供 。 所 述 多 电极 阵列 的 每 个 孔 中 的 神经 元 培养 物 可 以 在 本 文 所 述 的 培养 基 中 温 育 或 在 每 个 
孔 中 包含 如 本 文 所 述 的 培养 基 ,例如 ,在 Bardy et al.,2015 或 W02014172580 中 所 述 的 培养 
基 。 所 述 培养 基 可 以 补充 有 N2、B27、 视 黄 酸 、 脑 源 性 神经 营养 因子 (BDNF) ` 源 自 神 经 胶 质 细 
胞 的 神经 营养 因子 GDNF) 、 抗 坏 血 酸 、cAMP、 层 粘连 蛋白 和 /或 胆固醇 中 的 1、2、3、4、5 种 或 更 
多 种 或 全 部 .所 述 神经 元 的 培养 物 可 以 包含 星 形 胶 质 细胞 。 在 一 些 实施 方式 中 ,一 种 或 多 种 
神经 细胞 是 转基因 或 遗传 改变 的 ,在 一 些 实施 方式 中 ,神经 元 的 培养 物 还 包含 多 个 诱导 
能 干细胞 和 /或 神经 前 体 细胞 ,例如 与 多 电极 阵列 中 的 神经 细胞 一 起 存在 ,如 本 文 所 述 。 
[0008] ”如 本 文 所 用 ,“ 兴 奋 性 神经 元 ”(excitatory neuron) 是 指 当 其 作为 突 触 前 神经 元 
在 突 触 间 际 处 释放 神经 递 质 (例如 谷 氨 酸 ) 时 增加 突 触 后 神经 元 中 的 动作 电位 的 概率 的 神 
经 元 。 如 本 文 所 用 ,“ 抑 制 性 神经 元 ”(inhibitory neuron) 是 指 当 其 作为 突 触 前 神经 元 在 突 
触 间 际 处 释放 神经 递 质 (例如 , Y - 毛 基 丁 酸 (GABA) ) 时 降低 突 触 后 神经 元 中 的 动作 电位 的 
概率 的 神经 元 。 

[0009] ”如 本 文 所 用 ,“ 同 步 神经 元 放电 ”(“synchronous neuronal firing’, 
“synchronous neuron firing”) 和 “同步 动作 电位 ”(synchronous action potentials) 在 
本 文中 可 互 换 使 用 ,并 且 是 指 在 一 段 时 间 内 神经 元 的 重复 放电 以 例如 产生 神经 振荡 或 神经 
元 动作 电位 的 重复 簇 放 电 。 所 述 神 经 振荡 可 以 通过 它们 的 频率 ,振幅 和 相位 来 表征 。 如 本 领 
域 技 术 人 员 将 能 够 理解 的 ,同步 神经 放电 (synchronous neural firing) 或 同步 动作 电位 
可 以 通过 各 种 电 生 理学 技术 来 检测 。 

[0010] ”在 一 些 方面 ,提供 了 神经 细胞 的 混合 物 ,其 中 所 述 细 胞 源 自 多 能 干细胞 ,例如 人 
iPS 细 胞 .所 述 混合 物 可 以 包括 分 类 为 例如 皮质 神经 元 、 多 巴 胺 能 神经 元 `. 胆 碱 能 神经 元 ` 海 
马 神经 元 、 杏 仁 核 神经 元 ` 周 于 神经 元 、 运 动 神 经 元 和 /或 表达 伤害 性 感受 器 的 神经 元 的 兴 
奋 性 神经 元 和 抑制 性 神经 元 的 组 合 。 所 述 兴 奋 性 神经 细胞 和 抑制 性 神经 细胞 的 混合 物 可 以 
在 体内 大 脑 的 相同 一 般 神 经 解剖 区 域 中 或 在 大 脑 的 不 同 神经 解剖 区 域 中 发 现 (例如 ,在 哺 
乳 动 物 受 试 对 象 例如 人 、 灵 长 类 动物 , 猿 、 猴 ,小 鼠 或 大 鼠 等 的 大 脑 中 ) 。 

[0011] ”如 在 本 说 明 书 中 使 用 的 , “a 或 “an” 可 以 表示 一 个 或 多 个 。 如 本 文 在 权利 要 求 中 使 
用 的 , 当 与 词语 “comprising”( 包 括 / 包 含 ) 结合 使 用 时 ,词语 “a 或 “an 可 以 表示 一 个 或 多 
于 一 个 。 

[0012] ”权利 要 求 中 的 术语 “或 ”的 使 用 用 于 表示 “和 /或 ” ,除非 明确 指出 仅 表 示 蔡 代 物 或 
者 蔡 代 物 是 相互 排斥 的 ,但 是 本 公开 文 持 仅 表示 替代 物 以 及 “和 /或 "的 定义 。 如 本 文 所 用 ， 
“ 另 一 个 "可 以 指 至 少 第 二 个 或 更 多 个 。 

[0013] ”在 本 申请 中 ,术语 “ 约 ” 用 于 指示 数值 包括 用 以 确定 该 数值 的 装置 或 方法 的 误差 的 
回 有 变化 ,或 存在 于 研究 对 象 之 间 的 变化 。 
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[0014] “通过 以 下 详细 描述 ,本 发 明 的 其 它 目 的 .特征 和 优点 将 变 得 显而易见 。 然 而 ,应 当 
理解 ,虽然 指明 本 发 明 的 优选 实施 方式 ,但 本 发 明 的 详细 描述 和 有 具体 实施 例 仅 以 说 明 的 方 
式 给 出 ,因为 根据 该 详细 描述 ,在 本 发 明 的 精神 和 范围 内 的 各 种 改变 和 修改 对 于 本 领域 技 
术 人 员 将 变 得 显而易见 。 

[0015] ” 附 图 简 述 
[0016] ”以 下 附 图 形成 本 说 明 书 的 一 部 分 ,并 被 包括 在 内 以 进一步 说 明 本 发 明 的 某 些 方 
面 。 通 过 参考 这 些 附 图 中 的 一 个 或 多 个 并 结合 本 文 给 出 的 具体 实施 方案 的 详细 描述 ,可 以 
更 好 地 理解 本 发 明 。 

[0017] ”图 1: 产 生冷 冻 保 存 的 i 记 sH 仿 冲 经 元 的 示意 图 。 

[0018] ”图 2: 不 同 数量 的 兴奋 性 -抑制 性 细胞 的 神经 细胞 类 型 的 实例 。 

[0019] ”图 3: 具 有 增加 的 抑制 量 的 8 个 孔 的 示例 光栅 图 和 速度 图 。 通 过 混合 iCsll 凡 多 巴 神 经 
元 (EReHEDopaNeurons) (70:30,E:1%) BiCell@ ssc (16918০81079) (30:70) (细胞 类 
型 的 百分比 在 以 上 附 图 中 显示 ) 来 设 定 E/I 比 ,速度 图 表示 4 分 钟 记录 中 的 每 500 毫 秒 的 瞬时 
平均 放电 速率 。 同 步 网 络 簇 放 电 在 培养 的 6-10 天 开始 。 

[0020] ”图 4: 使 用 Axion 的 48 孔 (每 孔 16 个 通道 )MEA 板 对 具有 递增 量 的 抑制 性 细胞 00919 
神经 元 ) 的 兴奋 性 细胞 GCeH 久 多 巴 神 经 元 ) 进行 滴定 ,分 8 步 进 行 , 重 复 6 次 ,Axion 的 神经 度 
Æ (Neural Metrics) 分析 工 具 盒 用 于 评估 (每 个 通道 ) 平 均 放电 速率 、 通 道 徐 放 电 速 率 
(bursting rate) (poisson surprise) 和 簇 放电 强度 ,以 及 (所 有 通道 ) 网 络 秘 放 电 和 每 个 
网 络 簇 放 电 (扩张 ) 中 包括 的 通道 数 . 对 于 每 个 测量 显示 了 所 有 8 个 条 件 N==6) 的 平均 值 和 
SEM。 观 察 到 在 不 改变 复 放 电 强 度 的 情况 下 , 随 着 抑制 量 的 增加 ,放电 速率 和 簇 放 电 速 率 降 
低 。 增 加 的 抑制 率 还 分 流 网 络 复 放 电 和 扩张 (expansion) 。 

[0021] ”图 5: 示 出 了 有 上 共有 增加 的 兴奋 量 的 8 个 孔 的 示例 原始 数据 轨迹 和 速度 图 。 通 过 混合 
10811877145 (30:70) 和 谷 氨 酸 能 95 (Glutamatergic95) (95:5) 细胞 来 设 定 E/I 比 。 随 着 
奋 的 增加 观察 到 网 络 簇 放 电 的 扩张 ( 框 ) 和 增加 的 强度 ,在 达到 兴奋 阔 值 (5.) 之 后 观察 到 
络 癫 病 发 作 的 出 现 ,其 持续 直至 观察 到 培养 物 大 多 在 最 高 兴奋 比 (8.) 沉默 。 对 于 每 幅 图 ， 
示 iCeH 铭 神经 元 的 百分比 (左边 , 较 大 字体 ) 和 谷 氨 酸 能 95 的 百分比 (右边 , 较 小 字体 ) 。 
[0022] ”图 6:Axion 的 48 孔 板 允 许 8 个 条 件 ,重复 6 次 平均 放电 速率 .通道 簇 放 电 速 率 和 艇 
放电 强度 都 显示 不 同 的 E/I 比 率 峰 和 分 布 。 通 道 复 放电 和 强度 随 着 兴奋 水 平 的 增加 而 下 降 。 
注意 ,在 较 低 的 兴奋 量 下 表现 一 致 的 扩张 水 平 也 随 着 过 度 兴 奋 而 下 降 。 

[0023] ”图 7: 与 图 5 所 示 相 同 的 培养 物 , 加 入 ~15kiCeil 人 @ 星 形 腑 质 细 胞 GER 
Astrocytes)7 天 之 后 。 

[0024] ”图 8: 在 添加 星 形 胶 质 细胞 之 后 ,变动 的 通道 秘 放 电 速 率 E/I 比 率 分 布 ,以 及 归 一 化 
的 所 有 E/I 比 率 的 强度 、 网 络 簇 放电 和 扩张 水 平 。 

[0025] ”图 9: 表 人 达 相 似 的 E/I 比 率 (70:30) 的 神经 元 培养 物 的 两 个 实例 (第 12 天 ) iC ell & 
巴 神经 元 (顶部 ) 是 中 脑 神经 元 ,而 谷 氨 酸 能 70 (Glutamatergic70) (底部 ) 细胞 类 型 是 皮层 
神经 元 ,注意 这 两 个 网 络 显示 类 似 的 网 络 簇 放 电 强 度 水 平和 簇 放 电 后 鸣 动 (rumbling) 水 
平 ,这 在 这 二 仿 多 巴 神经 元 中 更 加 明显 。 
[0026] ”图 10: 显 示 了 论 包 龟 多 巴 神 经 元 培养 物 的 网 络 簇 放 电 分 析 (一 第 12 天 ) (RIFE SE IE 
例 : 图 9: 顶部) ,与 对 照 (维持 塔 养 基 :MM 相 比 ,在 Brains Phys (BP) 培养 基 中 生长 的 两 种 培 
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曾 加 的 平均 放电 速率 (上 部 :红色 ) 和 同步 (上 部 :紫色 ) ,并 且 还 产生 更 稳定 的 神 


导 注意 的 是 ,BP 将 培养 物 网 络 的 活动 从 MM 中 看 到 的 高 频 、 


短 通 道 ( 泊 松 捕获 (Poisson-captured)) EITAN GE: Ze) 改变 为 高 频 、 长 期 网 络 (SIH 
获 ) EEIT ON HE AG) ,其 包含 更 大 百分比 (%) 的 通道 簇 放电 活性 (底部 ) 。 

[0027] ”图 11: 显 示 了 si 各 多 巴 神经 元 培养 物 上 的 兴奋 性 药理 学 的 两 个 实例 ,THIP CE) 
和 L-655 ,708 (F) .THIP 是 一 种 睡眠 辅助 剂 并 激活 紧张 性 抑制 (tonic inhibition) , miL- 
655,708 减 少 紧张 性 抑制 ,是 一 种 认 知 增强 剂 ,也 已 知 会 诱导 疗 痛 发 作 。 紧 张 性 抑制 是 一 种 


值 . 结 来 表明 ， 


的 连续 鸣 动 (rumbling) 而 破坏 了 “之 后 的 安静 ”。 
的 兴奋 性 调节 药理 学 有 适当 的 响应 。 


[0028] ”图 1 


抑制 电流 ,其 协助 设置 细胞 的 静 息 膜 ,以 及 分 流 兴奋 性 电位 使 细胞 去 极 化 至 动作 电位 的 立 


药理 学 试剂 均 未 改变 网 络 簇 放 电 强 度 ,但 两 者 都 改变 了 簇 放电 后 行为 -THIP 
缩短 了 整个 族 放 电 的 持 纪 SEITE) ASCH Jr hI SY (rumble) ,反之 ,L-655,708 通 过 诱导 活动 


这 些 实验 表明 ,培养 物 的 网 络 同步 对 已 知 


2: 由 源 自 人 iPS 细 胞 的 神经 元 培养 物 观察 到 簇 放 电 。 


[0029] ”图 1 


3: 不 同比 率 的 兴奋 性 和 抑制 性 神经 元 可 以 在 单个 MEA 中 共 培 养 。 


具体 实施 方式 
[0030] ”本 发 明 部 分 基于 这 样 的 发 现 , 即 兴奋 性 和 抑制 性 神经 元 的 组 合 可 以 在 体外 混合 或 
组 合 以 形成 可 以 显示 同步 放电 的 神经 网 络 , 在 一 些 实施 方式 中 ,已 经 发 现 兴奋 性 神经 元 与 


抑制 性 神经 元 的 特 
能 干细胞 诸如 人 iPS 


能 X, 其 中 X 等 


培养 以 产生 神经 网 络 。 在 各 种 实施 方式 中 ,iPS 细 胞 可 来 自 健 康 患 者 或 患 有 疾病 例如 神经 性 


定 比率 (E/ TEE 38) 可 以 有 效 地 用 于 形成 神经 网 络 。 可 以 通过 组 合 源 自 多 
细胞 的 不 同 细胞 类 型 (例如 ,icCei 电 神经 元 icCel 耳 多 巴 神经 元 、 谷 氨 酸 


于 从 氨 酸 神经 元 的 百分比 ) 来 产生 神经 元 细胞 培养 物 内 的 E/T 比率, 例如 ,可 以 
从 人 iPs 细 胞 产生 一 各 ` 两 种 ,三 种 或 更 多 种 不 同 E/I 比 率 的 神经 元 培养 物 ,并 在 体外 组 合 和 


疾病 或 神经 


性 疾病 的 患者 .如 下 面 的 实施 例 所 示 ,Axion Maestro 多 电极 阵列 (MEA) “FA 


用 于 评估 在 各 种 E/I 比 率 的 iPS 细 胞 衍生 神经 元 培养 物 中 的 神经 元 活性 .同步 和 艇 放电 行 


为 。 在 一 些 实施 方式 中 ,也 可 以 向 塔 养 物 中 加 入 源 自 多 能 干细胞 例如 入 iPS 细 胞 的 星 形 细胞 


(fall ICEL 


星 形 胶 质 细 胞 ) .可 以 例如 经 由 Neural Metrics 统 计 工 具 盒 (Axion) 来 执行 分 


析 。 如 以 下 实施 例 所 示 ,结果 支持 E/I 比 率 可 用 于 调节 神经 元 网 络 同步 性 .扩张 和 癖 病 发 作 


倾向 的 想法 。 
测试 可 用 于 


本 文 提供 的 培养 物 和 方法 可 以 是 特 


别 有 用 的 ,例如 用 于 毒性 筛选 和 /或 筛选 或 


由 节 神 经 传递 的 治疗 上 有 用 的 化 合 物 。 


[0031] 工 .由 各 种 比率 的 不 同 细胞 类 型 形成 同步 网 络 


[0032] ”在 一 些 实施 方式 中 ,各 种 比率 的 不 同 细胞 可 以 在 体外 组 合 以 形成 神经 元 的 同步 网 


络 。 例 如 ,在 一 些 实施 方 式 中 ,各 种 比率 的 兴奋 性 和 抑制 性 神经 元 可 以 在 体外 (例如 ,在 多 了 筷 
板 例如 多 电极 阵列 中 ) 组 合 以 形成 显示 出 同步 放电 的 神经 网 络 ,所 述 同步 放电 可 以 例如 通 


过 电 生 理 技术 被 记录 到 。 在 一 些 实施 方式 中 ,神经 元 培养 物 不 包括 星 形 胶 质 细胞 .尽管 如 


此 ,在 一 些 实施 方式 中 , 星 形 胶 质 细胞 可 以 在 体外 与 兴奋 性 和 /或 抑制 性 神经 元 组 合 。 


[0033] ”取决 于 形成 的 神经 网 络 的 预期 用 途 ,可 以 使 用 兴奋 性 和 抑制 性 神经 元 的 不 同比 率 
来 形成 神经 元 网 络 或 神经 网 络 。 例 如 ,如 果 需 


活性 降低 为 特 
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要 以 兴奋 性 神经 元 活性 增加 或 抑制 性 神经 元 
征 的 神经 疾病 表 型 的 体外 重 现 09 BAT)» , 则 可 以 使 用 与 抑制 性 神经 元 相 比 
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更 高 比例 的 兴奋 性 神经 元 ,例如 有 具有 约 100:0、90:10、80:20 或 70:30, 或 其 中 可 导出 的 任何 
范围 的 E:I 比 率 。 另 外 一 种 方式 ,如 果 需 要 与 兴奋 性 神经 元 活性 降低 或 抑制 性 神经 元 活性 增 
加 相关 的 神经 疾病 表 型 的 体外 重 现 (例如 自 闭 症 谱系 障碍 ) , 则 可 以 使 用 与 兴奋 性 神经 元 相 
比 具有 一 定 范围 的 抑制 性 神经 元 比例 的 神经 培养 物 ,例如 有 具有 约 20:80、25:75、30:70、35: 
65、40:60 或 其 中 可 导出 的 任何 范围 的 E:I 比 率 。 例 如 ,可 以 使 用 具有 约 0:100、5:95、10:90、 
15:85、20:80、25:75、30:70、35:65、40:60、45:55、50:50、55:45、60:40、65:35、70:30、75: 
25、80:20、85:15、90:10、95:5 或 100:0, 或 其 中 可 导出 的 任何 范围 的 E:I 比 率 的 培养 物 。 在 一 
些 实施 方式 中 ,如 果 需 要 非 疾 病 表 型 的 体外 重 现 , 则 可 以 使 用 与 抑制 性 神经 元 相 比 近 似 相 
等 数量 的 兴奋 性 神经 元 ,或 优选 地 ,FE 与 1 的 比例 近似 为 约 80:20、75:25、70:30、60:40、55: 
45、50:50 或 其 中 可 导出 的 任何 范围 ,并 包括 其 中 的 所 有 组 合 。 

[0034] ”所 述 神 经 培养 物 或 神经 网 络 可 以 进一步 包括 星 形 胶 质 细胞 ,在 一 些 实施 方式 中 ， 
星 形 胶 质 细胞 可 以 占 神经 培养 物 或 神经 网 络 的 约 1、2.5、5、10、15、20、25、35、40、45、50 或 
55% ,或 其 中 可 导出 的 任何 范围 ,在 一 些 实施 方式 中 ,可 将 至 少 约 1k ( 即 约 1000) 、2.5k、5k、 
10k、15k、20k、25k 或 更 多 星 形 胶 质 细胞 加 入 包含 兴奋 性 和 抑制 性 神经 元 的 培养 物 中 。 
[0035] ” 源 自 多 能 干细胞 例如 人 诱导 多 能 干细胞 (iPSO) 的 多 种 细胞 群体 可 用 于 本 申请 的 
各 种 实施 方式 中 ;这 些 细胞 群体 类 型 包括 例如 皮质 (GABA 能 /抑制 ) 神经 元 、 多 巴 胺 能 神经 
元 ` 胆 碱 能 神经 元 、 血 清 素 能 神经 元 、 谷 氨 酸 能 神经 元 、 表 达 士 的 宁 敏 感性 甘氨酸 受 体 的 神 
经 元 、 乙 酰 胆 碱 神经 元 .上 骨 上 腺 素 或 去 甲骨 上 腺 素 神 经 元 、 组 胺 应 答 性 神经 元 、A-5 或 C 组 疼 
JAP AE .表达 伤害 感受 器 的 神经 元 和 星 形 胶 质 细胞 .在 一 些 实施 方式 中 ,通常 在 海马 区 A 
仁 核 ,外 周 (周围 神经 元 ) .运动 神经 元 或 皮质 神经 元 (例如 , 谷 氨 酸 能 神经 元 或 兴奋 性 神经 
元 ) 中 发 现 的 神经 元 类 型 可 以 用 在 各 种 实施 方式 中 。 例 如 ,在 一 些 实施 方式 中 , 胆 碱 能 神经 
元 可 以 如 例如 US 8,513,017 或 US 8,796,022 中 所 述 生 成 ,在 一 些 实施 例 中 ,运动 神经 元 可 
以 如 例如 US 8,735,149 中 所 述 生 成 ,在 一 些 实施 方式 中 ,多 巴 胺 能 神经 元 可 以 如 
W02013067362; W02013163228;W02012080248; 或 W02011130675 中 所 述 形成 。 

[0036] ”可 以 使 用 多 种 方法 产生 和 维持 诱导 的 多 能 干细胞 (iPSC 或 iPS 细 胞 ) 。 例 如 ,可 以 如 
Yu et al. (2007) ,Yu et al. (2008) ,Yu et al. (2009) ,Takahashi et al., (2006), 
Takahashi et al. (2007) ,US 8,546,140,US 8,741,648 或 美国 专利 公开 2011/0104125 所 
述 产 生 iPS 细 胞 ,例如 使 用 如 美国 专利 公开 2007/0238170、 美 国 专利 公开 2003/0211603、 美 
国 专利 公开 2008/0171385, 和 /或 美国 专利 公开 2009/0029462 所 述 的 方法 培养 iPS 细 胞 并 维 
持 在 未 分 化 状态 ,在 某 些 实施 方式 中 ,可 使 用 未 定义 的 条 件 ; 例 如 ,可 以 在 成 纤维 细胞 滋养 
细胞 或 已 暴露 于 成 纤维 细胞 滋养 细胞 的 培养 基 中 培养 多 能 细胞 ,以 维持 干细胞 处 于 未 分 化 
状态 。 另 外 一 种 方式 ,可 以 使 用 确定 的 、 无 滋养 细胞 培养 系统 ,例如 TeSR 培 养 基 (Ludwig et 
al.,2006a;Ludwig et al. ,2006b) 或 E8 或 Essential8 培 养 基 (Chen et al. ,2011:PCT/ 
US2011/046796) 培养 多 能 细胞 并 维持 在 基本 上 未 分 化 的 状态 。 
[0037] ”在 一 些 实施 方式 中 ,特定 比率 的 兴奋 性 神经 元 和 抑制 性 神经 元 可 以 在 体外 接种 到 
单个 孔 或 容器 中 ,以 便 形 成 在 体外 产生 同步 神经 放电 的 神经 网 络 。 在 一 些 实施 方式 中 ,将 兴 
EIE (例如 谷 氨 酸 能 ) 神经 元 与 抑制 性 神经 元 (例如 ,GABA 能 神经 元 ) 的 以 下 比率 ,例如 约 90: 
10、85:15、80:20、75:25、70:30、65:35、60:40、55:45、50:50 或 其 中 可 导出 的 任何 范围 的 比 
率 , 接 种 或 培养 以 形成 可 在 体外 显示 同步 神经 放电 的 神经 网 络 或 培养 物 。 
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[0038] II. 体外 培养 神经 元 的 方法 
[0039] ”在 一 些 实施 方式 中 ,在 体外 培养 神经 元 以 允许 形成 神经 网 络 。 神 经 元 可 以 任 选 地 
与 星 形 胶 质 细胞 一 起 培养 或 共 塔 养 .在 一 些 实施 方式 中 ,在 多 孔 板 诸如 多 孔 电极 阵列 上 培 
养神 经 元 。 例 如 ,Axion BioSystems 多 电极 阵列 (MEA) 是 可 以 在 一 些 实施 方式 中 使 用 的 多 孔 
电极 阵列 的 实例 。 所 述 MEA 系 统 在 每 个 孔 中 包括 可 以 用 于 检测 神经 元 电 活 动 的 电极 ,并 且 
MEA 板 可 以 具有 48 或 96 个 孔 。.Multichannel Systems (Reutlingen, 德 国 ) 和 NeuroNexus 
(Ann Arbor ,MI) 也 生产 可 用 于 本 发 明 的 各 种 实施 方式 中 的 可 商 购 的 多 电极 阵列 .然而 ,在 
一 些 实施 方式 中 ,细胞 可 以 在 培养 加 或 多 孔 严 中 培养 ,然后 使 用 另 一 种 技术 单独 测量 以 检 
测 细胞 的 神经 活性 ;例如 ,可 以 检测 神经 元 的 同步 放电 的 其 他 电 生 理学 技术 包括 例如 FLIPR 
钙 评估 和 电压 敏感 染料 和 /或 蛋白 质 VIP) ,一 般 来 说 ,可 以 设想 ,涉及 测量 或 检测 网 络 簇 放 
电 、 网 络 级 通信 、 网 络 连接 性 、 神 经 传导 性 .连接 性 或 同步 神经 元 复 放 电 或 放电 的 几乎 任何 
技术 都 可 以 用 在 本 发 明 中 。 

[0040] ”在 一 些 实施 方式 中 ,使 用 Axion BioSystems 的 Maestro 多 电极 阵列 (MEA) 技术 。MEA 
允许 非 侵 入 性 、 无 标记 的 平台 ,其 可 以 用 于 测量 单个 细胞 或 细胞 网 络 的 电 活 动 。 在 一 些 实施 
方式 中 , 源 自 IPS 细 胞 的 神经 元 (例如 ii 可 思 神 经 元 ,icel 加 多 巴 神经 元 ) 可 以 在 MEA 上 直接 解 
冻 并 培养 以 形成 适 于 电 生 理学 研究 的 神经 元 网 络 . 可 以 使 用 论 sH 电 神经 分 析 仪 (iCell@ 
NeuroAnalyzer) 、 基 于 MATLAB 的 脚本 和 /或 Axion’s Neural Metrics 来 分 析 在 Maestro MEA 
系统 上 检测 到 的 神经 元 电 活 动 。 总 之 ,这 些 方法 可 以 用 作 非 侵入 性 平台 以 用 于 评估 神经 传 
递 的 复合 调节 的 潜在 效应 。 

[0041] ”多 种 培养 基 可 用 于 体外 培养 神经 元 ,在 一 些 实施 方式 中 ,人 工 牙 髓 - 浓 髓 液 (ACSF) 
可 用 于 体外 培养 神经 元 ,通常 ,培养 基 可 以 具有 合适 的 无 机 盐 浓 度 (例如 ,类 似 于 DMEM/F12 
培养 基 ) ,合适 的 渗透 压 (例如 约 305-315m0smol) 和 等 于 约 7.4 的 pH。 在 一 些 实施 方式 中 ,可 
以 使 用 BrainPhys 培 养 基 (The Salk Institute,La Jolla,CA;Bardy et al.,2015; 
W02014172580) 来 培养 细胞 ,BrainPhys 培 养 基 可 以 任 选 地 补充 有 N2、B27、 视 黄 酸 、 脑 源 性 神 
经 营养 因子 (BDNF) 、 源 自 胶 质 细胞 的 神经 营养 因子 (GDNF) .抗坏血酸 、cAMP、 层 粘连 和 蛋白 和 
胆固醇 ,例如 以 促进 培养 物 中 未 分 化 细胞 或 神经 前 体 细胞 的 进一步 分 化 ,在 一 些 实施 方式 
中 ,所 用 的 培养 基 允 许 自发 和 诱发 的 动作 电位 、 网 络 自发 性 钙 活 性 、 兴 奋 性 突 触 活 性 和 与 生 
理 条 件 相 当 的 葡萄 糖水 平 。 在 一 些 实施 方式 中 ,根据 需要 ,所 述 培养 基 可 以 包括 神经 递 质 
(例如 GABA、 谷 氨 酸 、 乙 酰 胆 碱 和 /或 多 巴 腕 ) 、 磷 月 酰 肌 醇 蛋白 聚 糖 4(g1ypican 4) 和 /或 磷 
17180018517 ORG (glypican 6) ,以 促进 自发 性 神经 传递 ,在 其 他 实施 方式 中 ,添加 到 神 
经 培养 物 中 的 培养 基 没 有 或 仅 有 痕 量 的 神经 递 质 。 

[0042] ”设想 常规 aCSF 型 培养 基 或 常规 aCSF 型 培养 基 可 以 进一步 包含 星 形 胶 质 细 胞 因子 
以 促进 兴奋 性 突 触 形成 (例如 磷脂 酰 肌 醇 蛋白 聚 糖 4 和 /或 磷脂 酰 肌 醇 蛋白 聚 糖 6;Allen et 
al.,2010) ,在 一 些 实施 方式 中 ,设想 可 以 使 用 以 下 aCSF 培 养 基 ;aCSF (121) :125mM NaCl, 
25mM NaHC03、2.5mM KC1,1.25mM NaH2P04、2.8mM CaCl2.0.2mM MgCl2、25mM ভরাট, 
13.87M HA , FH95 % 02415 % C0? 鼓 泡 。 所 述 培养 基 可 以 是 约 pH 7.4。aCSF 型 培养 基 还 可 以 包 
含 约 4-10nM 或 8nM 磷 脂 酰 肌 醇 蛋白 聚 糖 4 和 /或 约 4-10nM 或 8nM 磷 脂 酰 肌 醇 蛋白 聚 糖 6。 在 一 
些 实施 方式 中 ,所 述 培养 基 已 被 改变 以 减少 或 消除 可 能 影响 谷 氨 酸 能 突 触 活 性 或 GABA 能 突 
触 活性 的 神经 活性 氨基 酸 (PB ERK RK ARH AR AA LAD 的 水 平 . 所 述 培养 基 


yi 
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可 以 包含 接近 神经 生理 学 水 平 的 NaCl 浓 度 , 例 如约 120-125nM。 所 述 培养 基 可 以 含有 接近 体 
内 人 脑 疹 髓 液 中 的 钙 含 量 , 例 如 约 1.1mM 的 Ca*”。 所 述 培养 基 可 以 具有 约 300-315、300-305、 
300-310、300、305、310、315m0smo1, 由 大 于 约 300 至 约 315m0smol 或 其 中 可 导出 的 任何 范围 
的 摩尔 渗透 压 浓 度 。 

[0043] ”III. 由 多 能 细胞 产生 神经 元 和 星 形 胶 质 细 胞 的 方法 
[0044] ”多 种 方法 可 用 于 产生 用 于 本 发 明 的 各 个 方面 的 神经 元 和 /或 星 形 胶 质 细胞 .在 一 
些 实施 方式 中 ,可 培养 由 多 能 细胞 例如 iPS 细 胞 或 干细胞 产生 的 神经 元 (例如 ,GABA 能 、 谷 氮 
发 能 或 多 巴 胺 能 神经 元 等 ) 或 星 形 胶 质 细胞 ,在 一 些 实施 方式 中 ,可 以 在 包含 多 电极 阵列 
(例如 ,MEA) 的 孔 中 培养 之 前 分 化 神经 元 ;在 其 它 实 施 方式 中 ,细胞 是 未 分 化 的 、 多 能 的 、 多 
重 能 的 或 神经 祖 细胞 ,其 可 以 置 于 包含 多 电极 阵列 的 孔 中 ,然后 分 化 成 神经 细胞 。 

[0045] ”在 一 些 实施 方式 中 ,由 从 获 自 健 康 供 体 的 细胞 产生 的 jiPS 细 胞 产生 神经 元 或 星 形 
胶 质 细胞 .在 其 他 实施 方式 中 , 供 体 串 有 疾病 .例如 ,在 一 些 实施 方式 中 , 供 体 串 有 疾病 , 例 
如 神经 性 或 神经 变性 疾病 ,诸如 癖 靖 、 孤 独 症 、 注 意 缺 陷 多 动 障碍 (ADHD) 、 肌 萎缩 性 侧 索 硬 
化 (ALS) .Charcot-Marie-Tooth (CMT) 、 享 廷 顿 病 、 家 族 性 瘦 痢 、 精 神 分 裂 症 、 家 族 性 阿尔 茨 
海 默 病 、 弗 里 德 赖 希 共 济 失 调 (Friedreich ataxia) ARENARIA y A ETEME 
16172 ERRE AMERRE STAB RE. রই FR (Tay-Sachs disease) 、 威 尔 
FREI s PETERE ~s PARIE ER TE A BR AS o PTI BRIN FT DL RE TR FR ERI BX ATE FE ZS Pe লা 10 
遗传 易 感性 。 
[0046] ”在 一 些 实施 方式 中 ,以 下 方法 可 用 于 从 多 能 干细胞 例如 胚胎 干细胞 或 iPS 细 胞 产 
生 GABA 能 、 谷 氨 酸 能 、 多 巴 胺 能 或 胆 碱 能 神经 元 ,例如 ,在 一 些 实施 方式 中 ,美国 专利 申请 
2012/0276063 的 方法 可 用 于 从 多 能 干细胞 产生 神经 元 ,例如 ,在 一 些 实 施 方式 中 ,bFGF 和 
TGFB 可 以 从 用 于 在 聚集 体形 成 开始 之 前 培养 多 能 细胞 例如 iPS 细 胞 的 培养 基 (例如 ,从 确定 
的 培养 基 , 例如 TeSR 或 Essential18 培 养 基 中 除去 ) 中 排除 (而 细胞 仍然 处 于 贴 壁 培养 ) ,那么 
这 可 以 用 于 促进 多 能 细胞 的 神经 元 分 化 ,在 一 些 实施 方式 中 , 当 iPS 细 胞 在 不 存在 TeSR 生 长 
因子 的 情况 下 “引发 ” , 即 在 没有 碱 性 成 纤维 细胞 生长 因子 (bFGF) 和 转化 生长 因子 B (TGFB) 
的 任何 培养 基 中 于 聚集 体形 成 前 培养 几 天 ,细胞 可 以 发 展 成 具有 纯度 .快速 性 和 一 致 性 的 
神经 谱系 。 用 于 制备 神经 元 的 其 他 方法 包括 Zhang et al. (2013) US 7,820 ,439、PCT 公 开 
号 WO 2011/091048、US 8,153,428,US 8,252,586 和 US 8,426,200. 

[0047] ”多 种 方法 可 用 于 从 多 能 干细胞 例如 胚胎 干细胞 或 iPS 细 胞 产生 星 形 胶 质 细胞 .这 
些 方法 包括 例如 美国 专利 申请 2012/0276063 ,通过 引用 将 其 全 部 内 容 并 入 本 文中 ,而 没有 
免责 声明 。 
[0048] ”在 一 些 实施 方式 中 ,Studer 等 人 的 方法 可 用 于 产生 多 巴 胺 能 神经 元 细胞 (PCT 公开 
号 WO 2013/067362, 通 过 引用 并 入 本 文 ) .这 些 结果 表明 ,通过 该 方法 产生 的 多 巴 胺 能 神经 
元 可 以 在 体内 有 效 地 移植 .在 一 些 实施 方式 中 ,美国 专利 申请 14/664,245 中 描述 的 方法 可 
用 于 产生 多 巴 胺 能 神经 元 细胞 。 
[0049] ” 源 自 多 能 细胞 (包括 iPS 细 胞 ) 的 神经 元 细胞 类 型 的 培养 物 也 是 可 商 购 的 ,并 且 可 
以 购买 ,例如 ,可 以 由 Cellular Dynamics International (Madison,Wisconsin) 购买 源 自 
人 iPS 细 胞 的 iCell®@ 神 经 元 、iCell 多 多 巴 神 经 元 和 iCeli 仿 星 形 胶 质 细胞 。iCell 久 神经 元 是 人 
类 诱导 多 能 干细胞 (iPSO 衍生 的 神经 元 ,其 表现 出 天 然 人 类 神经 元 的 生物 化 学 、 电 生理 学 
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[0050] ”在 一 些 实施 方式 中 ,看 


定 的 培养 基 ( 即 ,不 含有 组 


9/19 页 


于 其 高 纯度 、 功 能 相关 性 和 易 用 性 ,ieel 二 神经 元 CEIGNeurons) 代 
E 常 有 用 的 体外 试验 系统 ,用 于 基础 研究 和 药物 开发 的 许多 领域 中 的 神经 生物 学 


HE 


昌 织 、 滋 养 细胞 或 细胞 条 件 培养 才 


的 培养 基 ) 可 用 于 从 多 能 细胞 例如 iPS 细 胞 产生 神经 元 或 星 形 胶 质 细胞 。 


[0051] 


用 于 从 iPS 细 胞 产生 神经 元 或 星 形 细胞 的 塔 养 基 也 可 以 基本 上 不 含 1 


A 


清和 /或 源 


清 的 生长 因子 。 在 妃 一 个 实施 方式 中 ,培养 基 可 以 含有 或 基本 上 不 含 外 部 添加 的 TGFB 


超 家 族 信号 调节 剂 , 包 括 BMP 信 和 号 转 导 和 /或 激活 素 /Nodal/TGFB/VGDF 信 和 号 传导 的 正 调节 剂 


或 抑制 剂 . 例 如 ,BMP 信号 传导 抑 


制剂 可 以 是 dorsomorphin ,而 激活 如 /Nodal/TGFB/GDF 信 号 


传导 抑制 剂 可 以 是 SB431542,。, 在 另 一 个 实施 方式 中 ,培养 基 可 以 含有 或 基本 上 不 含 其 它 外 
部 添加 的 FGF 信 号 传导 调节 剂 , 特 别 是 FGF 折 制剂 。 
方法 可 涉及 使 用 多 能 干细胞 作为 分 化 的 起 始 材料 ,其 可 以 是 胚胎 干 ES) 细胞 、 诱 
干细胞 或 通过 体 细胞 核 转移 产生 的 胚胎 干细胞 ,在 某 一 方面 ,所 述 多 能 干细胞 可 
以 源 自 单 个 多 能 干细胞 克隆 ,可 以 包含 源 自 单 细胞 克隆 的 大 部 分 细胞 ,或 可 以 是 多 个 细胞 
群体 的 库 , 其 中 每 个 细胞 群体 是 源 日 单 细胞 克隆。 在 一 个 特定 方面 ,所 述 多 能 干细胞 可 以 是 
例如 源 自 单 细胞 的 细胞 群体 。 


[0052] 


导 的 多 能 


[0053] ”用 于 从 单 细胞 获 
重 白 II 抑制 剂 (例如 , 肌 球 蛋白 抑 


下 温 育 单个 多 能 干细胞 ,例如 在 


导 多 能 干细胞 的 示例 性 方法 可 以 包括 在 包含 ROCK 折 制剂 或 肌 球 
টা] (blebbistatin) ) 的 培养 基 中 在 促进 细胞 生长 的 条 件 
贴 壁 培养 条 件 下 温 育 单个 多 能 干细胞 ,在 用 于 聚集 体形 成 


的 基 浮 培养 物 中 培养 多 能 干细胞 之 前 ,可 以 将 作为 起 源 来 源 的 单一 多 能 干细胞 传代 一 次 、 
两 次 、 三 次 、 四 次 、 或 优选 为 至 少 五 次 ,在 男 一 方面 ,所 述 多 能 干细胞 还 可 以 源 自 包含 多 于 单 


[0054] 


例 可 以 包括 上 胶原、 明胶 、 聚 -L- 赖 迄 酸 


个 细胞 的 iPS 细 胞 群 . 所 述 细 胞 可 以 是 人 、 小 鼠 或 其 他 呈 


在 分 化 之 前 ,可 以 在 非 细 胞 基质 组 分 上 培养 多 


和 乳 动物 细胞 。 
能 干细胞 .基质 组 分 的 非 限 制 性 实 


4২ 
R. টা D 


` Be —D— it A 


By AIR 12 A E BEA a 


RectroNectin® PUES A NAESA RAIA, wl dK A Engel breth-Holm-Swarm/) bN Al 


[0055] 


瘤 细 胞 的 蛋白 质 混 合 物 (例如 Matrigel' 
al.,2005) 。 为 了 消除 由 未 表征 的 组 分 引入 的 z 
动物 来 源 的 组 分 ,例如 


BK Geltrex®) 和 裂解 细胞 膜 制 剂 Kl imanskaya et 
异 , 所 述 培养 基 可 以 基本 上 不 含 外 部 添加 的 
清 、 滋 养 细胞 或 动物 来 源 的 和 蛋白质, 其 中 所 述 动物 不 是 人 。 


所 述 培养 基 可 以 是 化 学 确定 的 或 未 确定 的 ( 即 ,包含 外 部 添加 的 化 学 上 未 确定 的 


培养 基 o 


[0056] 


组 分 ) 。 确 定 的 培养 基 将 具有 所 有 成 分 的 已 知 的 量 和 化 学 组 成 。 未 确定 的 培养 基 可 以 具有 一 
些 未 确定 的 组 分 ,例如 一 些 复杂 成 分 ,诸如 细胞 提取 物 ,其 由 
组 成 。 在 有 具体 实施 例 中 ,确定 的 培养 基 可 以 基于 Dulpecco' s Modified Eagle Medium 
(DMEM) 、 例 如 有 共有 营养 混合 物 F-12 的 DMEM 培 养 基 (DMEM/F12) 、 具 有 N2 补 充 的 DMEM/F12 培 养 
其 、 具 有 B-27 补 充 的 DMEM-F12 培 养 基 ,或 具有 上 胰 


未 知 比例 的 化 学 物质 的 混合 物 


নই FEES A ANE (LTS) 补充 的 DMEM-F12 


在 一 些 方面 ,在 聚集 体形 成 前 ,细胞 可 在 引发 培养 基 (priming medium) 中 培养 约 


4、8 或 12 小 时 ,1、2、3、4、5、6、7、8、9 或 10 天 (或 其 中 可 导出 的 任何 范围 ) ,细胞 可 以 在 约 5、10、 
15、20、25、30、50、100、150、200、250、300、350、400、450、500ml 或 其 中 可 导出 的 任何 范围 的 


体积 的 引发 培养 基 中 培养 ,可 以 在 每 1、8 或 12 小 时 ,1、2、3、4、5 天 或 其 中 可 导出 的 任何 范围 
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1 ,细胞 可 在 引发 培养 基 中 培养 引发 期 .所 
定时 间 段 或 通过 优化 所 选择 的 多 能 干细胞 系 或 殉 隆 或 其 他 指 
定 的 引发 期 可 以 在 分 化 育 
围 ) ,或 其 中 可 导出 的 任何 范 


定 条 件 而 


和 维 4、8 或 12 小 时 ,1、2、3、4、5、6、7、8、9 或 10 
围 开 始 。. 所 述 引发 期 可 持续 约 4、8 或 


12 小 时 ,1、2、3、4、5、6、7、8、9 或 10 天 ,或 持续 至 进一步 分 化 开始 的 时 间 (也 可 以 包括 任何 中 
间 时 间 段 ) 。 


[0057] 


在 另外 的 方面 ,所 述 方法 可 以 进一步 包括 在 预定 量 


传导 抑制 剂 和 /或 FGF8 的 存在 下 培养 多 能 干细胞 或 其 子 代 细胞 。 


集体 形成 之 前 培养 ) IE 
量 的 外 部 添加 的 TG6FB 超 家 族 信 号 传导 捉 


Ky 


部 添加 的 TGFB 超 家 族 信号 
这 种 培养 可 以 是 引发 ER 


聚集 体 或 进一步 分 化 的 步骤 中 的 任何 时 间 。 在 特 


` 


Ke 


定 方面 ,在 了 预 


央 剂 和 /7 或 FGF8 的 存在 下 ,在 引发 期 间 和 /或 在 聚集 


体形 成 期 间 可 以 在 至 多 约 一 、 二 三 、 四 五 .六 天 (或 其 中 可 导出 的 任何 范围 ) 内 培养 细胞 。 
在 男 一 个 特定 方面 ,在 预定 量 的 外 部 添加 的 TGFB 超 家 族 信号 传导 抑制 剂 和 /或 FGF8 的 存在 
下 ,在 聚集 体形 成 后 培养 至 多 约 一 二 、 三 四 .五 .六 \ 七 . 八 . 万 .十 天 以 进一步 分 化 ,然后 在 


随后 的 时 期 中 在 不 存在 外 部 添加 的 TGFB 超 家 族 信号 传导 抑 
在 某 些 方面 ,可 以 在 引发 .聚集 体形 成 和 /或 进一步 分 化 期 间 ,在 预定 


nN 


ERIR eS FE 


成 和 /或 进一步 分 化 期 间 , 在 不 存在 外 部 添加 的 TG6FB 超 家 族 信号 传导 抑制 剂 和 /或 FGF8 的 情 


况 下 培养 细胞 。 


[0058] 


HUF 


1 和 /或 FGF8 的 情况 下 培养 。 


关 剂 和 /或 FGF8 的 存在 下 培养 细胞 。 在 某 些 方面 ,可 


E 


的 外 部 添加 的 TGFB 
以 在 引发 、 聚 集体 形 


由 于 系 至 系 和 克隆 至 克隆 的 ? 


异性 ( 即 细 胞 系 和 克隆 


异性 ) ,可 以 使 用 方法 来 确 


定 用 于 多 能 干细胞 群体 的 神经 分 化 的 TGF8B 超 家 族 信 号 传导 抑 肯 
某 一 方面 ,所 述 方法 可 以 进一步 包括 测试 多 能 干细胞 群体 的 神经 分 化 效率 ,以 尹 


上 | 剂 和 /或 FGF8 的 合适 量 。 在 
定 将 导致 


高 效 神经 分 化 以 产生 高 纯度 神经 培养 物 所 需 的 外 部 添加 的 TGF8 超 家 族 信号 传导 抑制 剂 和 / 
或 FGF8 的 合适 量 (如 果 有 的 话 ) 。 神 经 分 化 效率 可 以 根据 所 有 神经 元 或 神经 细胞 类 型 (例如 


=i 


[0059] 


中 ,分 化 可 包括 将 


星 形 胶 质 细胞 ) 来 测 


E o 


可 以 在 解 离 多 能 干细胞 或 不 解 离 多 能 干细胞 的 情况 下 开始 分 化 。 在 一 些 实施 方式 


白 酶 处 到 


或 机 械 处 到 


干细胞 解 离 成 基本 上 单 细胞 培养 物 .所 述 解 离 包括 使 用 现在 已 知 或 以 后 
开发 的 能 够 产生 基本 上 单 细胞 培养 物 的 任何 方法 ,在 一 个 示例 性 实施 方式 中 ,可 以 通过 


FE 


Es 


E (例如 移 液 ) 将 细胞 解 亢 。 例 如 ,所 述 蛋 白 酶 可 以 是 胶原 
EDTA、 分 散 酶 或 其 组 合 。 另 外 一 种 方式 ,可 以 使 用 
EDTA 或 其 组 合 


歼 合 剂 来 解 离 细胞 ,例如 柠 栋 
基本 上 单 细胞 培养 物 可 以 是 其 中 期 望 生长 的 细胞 彼此 解 离 , 使 
胞 是 单 细 胞 或 至 多 两 个 细胞 保持 结合 


酶 s RE 白 酶 - 
BEN EGTA, 
得 大 多 数 细 


COURS) 的 的 细胞 培养 物 ,优选 地 ,期 望 培养 的 细胞 


11178175096 60% 70% 80% 90% 、95%、96%、97%、98%、99% 或 更 多 的 细胞 是 单个 体 或 


双 联 体 。 
[0060] 


含有 或 可 以 基本 上 不 含 TGF8B 超 家 族 信和 号 


[0061] 


分 化 方法 包括 使 用 现在 已 知 或 以 后 开发 的 能 够 分 化 多 能 干细胞 的 任何 方法 。 分 化 
可 以 包括 形成 细胞 聚集 体 (类 胚 体 ) 或 可 以 不 需要 形成 细 
离 的 细胞 可 在 培养 基 (聚集 体形 成 培养 基 ) 中 形成 细胞 聚集 体 。 所 述 聚 集体 形成 培养 基 可 以 


调节 剂 和 bFGF。 


聚集 体 。 在 特 


定 实施 方式 中 , 解 


任何 引发 、 聚 集体 形成 和 /或 进一步 分 化 培养 基 可 以 含有 外 部 添加 的 至 少 或 至 多 
约 5 至 约 200ng/ml FGF8, 例 如 至 少 或 约 5、10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、 
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80、85、90、95、100、150、180、200ng/ml 或 其 中 可 导出 的 任何 范围 。 外 部 添加 的 FGF8 或 TGFB 超 
家 族 信号 传导 抑制 剂 的 量 可 以 为 能 有 效 地 改善 高 纯度 神经 细胞 类 型 的 产生 的 至 少 、 约 或 至 
多 5、10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、90、100、150、200ng/ml, 至少 、 约 
或 至 多 0.5、0.6.0.7.、0.8、0.9、1、1.5、2、2.5、3、4、.5、6、7、8、9、10、25、50nM 或 其 中 可 导出 的 
任何 范围 ,或 任何 浓度 。 
[0062] ”为 了 促进 解 离 细胞 的 存活 ,所 述 培养 基 可 以 包含 外 部 添加 的 肌 球 蛋白 II 抑 制剂 或 
Rho 相 关 激 酶 (ROCK) 抑制 剂 . 所 述 肌 球 晶 白 II 抑制 剂 可 以 是 肌 球 蛋白 抑制 剂 
(blebbistatin) 。 所 述 ROCK 抑制 剂 可 以 是 Y27632 、HA-100 或 H152。 这 样 的 抑制 剂 可 以 具有 
约 0.05 至 约 50nM 的 浓度 ,例如 至 少 或 约 0.05.0.1.0.2.0.5.0.8、1、1.5.2.2.5.5.7.5、10、 
15、20、25、30、35、40、45 或 50nM, 包 括 其 中 可 导出 的 任何 范围 ,或 者 有 效 促进 细胞 生长 或 存 
活 的 任何 浓度 。 

[0063] ”由 多 能 干细胞 形成 的 聚集 体 可 以 是 约 、 至 少 或 至 多 5、10、15、20、25、30、50、100、 
150、200、250、300、350、400、450、500hm 直 径 。 直 径 可 以 是 平均 值 \ 中 值 或 平均 直径 ,在 男 一 
方面 ,聚集 体 的 至 少 约 20%、30%、40%、50%、80%、90%、95% 或 99% (其 中 可 导出 的 任何 
范围 ) 可 包含 至 少 或 约 10、15、20、25、30、35、40、45、50、80、100、150、200、250、300、400、500、 
1000 个 细胞 ,或 其 中 可 导出 的 任何 范围 的 个 数 的 细胞 .在 某 些 方面 ,聚集 体 的 大 部 分 (例如 ， 
至 少 约 50% ,80% ,90% ,95% ,99 上 % 或 其 中 可 导出 的 任何 范围 ) 的 直径 为 约 80 至 200um。 聚 集 
体 尺 寸 的 最 佳 范围 的 近似 均匀 性 可 以 促进 分 化 ,因为 分 化 由 各 种 细胞 类 型 之 间 的 空间 线索 
和 相互 作用 引导 ,这 可 以 通过 改变 聚集 体 大 小 来 操控 。 

[0064] 分 化 可 以 包括 在 贴 壁 或 晤 浮 培养 物 中 培养 多 能 干细胞 和 /或 其 后 代 细 胞 。 在 一 个 
具体 的 实施 方式 中 ,在 分 化 期 间 , 细 胞 可 以 转移 到 贴 壁 培养 物 。 例 如 ,所 述 贴 壁 培养 物 可 以 
有 共有 非 细 胞 基质 成 分 ,在 优选 的 实施 方式 中 ,所 述 方法 可 以 用 于 在 蕊 浮 培 养 物 中 分 化 多 能 
干细胞 以 产生 神经 细胞 ,所 述 多 能 干细胞 或 其 后 代 细 胞 可 以 在 悬浮 培养 物 中 温 育 ,在 另 一 
个 实施 方式 中 ,所 述 多 能 干细胞 聚集 体 可 以 在 悬浮 培养 物 中 形成 。 所 述 悬 浮 培 养 物 ,例如 在 
生物 反应 器 中 可 以 具有 约 、 至 少 或 至 多 2mL、5mL、10mL、20mL、30mL、40mL、50mL、100mL、 
200mL、500mL、1 升 ,3 升 .5 升 、.10 升 .20 和 天、25 升 .30 升 .40 升 .50 升 ,或 其 中 可 导出 的 任何 范围 
的 体积 ,一 些 实施 方式 涉及 在 其 体积 大 于 标准 培养 下 或 96 孔 板 的 空间 中 生长 的 细胞 ;因此 ， 
一 些 实施 例 不 包括 这 些 容器 的 使 用 。 

[0065] ”为 了 优化 细胞 聚集 体 的 大 小 和 生长 ,所 述 悬 浮 培养 物 可 以 以 至 少 或 约 5、10、15、 
20、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90、100rpm;, 或 其 中 可 导出 的 任何 速度 范围 运 
动作 为 非 限 制 性 示例 ,所 述 运动 可 以 包括 搅拌 摇动、 摇摆 或 旋转 。 

[0066] “分 化 中 使 用 的 培养 基 可 以 包括 或 不 包括 使 用 外 部 添加 的 TGFB 超 家 族 信 号 传导 抑 
制剂 .bFGF 抑制 剂 或 两 者.TGFB 超 家 族 抑制 剂 可 以 是 BMP 信号 传导 抑制 剂 和 /或 活化 素 / 
Nodal/TGFBVGDF 信 和 号 传导 抑制 剂 .pFGF 信 号 传导 抑制 剂 可 以 是 PD166866 。 随 着 通过 引发 的 
神经 诱导 的 改善 ,该 方法 可 以 消除 在 分 化 中 使 用 这 种 抑制 剂 的 需要 。 

[0067] ”在 某 些 方面 ,iPS 细 胞 群体 或 分 化 细胞 群体 可 以 源 自 单个 iPS 细 胞 克隆 。 在 另 一 方 
面 ,可 以 提供 至 少 或 约 107、10”、10 ,或 多 至 约 10" 个 (或 其 中 可 导出 的 任何 范围 ) 细胞 的 细胞 
群体 .所 提供 的 细胞 群体 可 以 包含 至 少 5%、10% 15% 20% 25% 130% 135% 40% 45% 
50% 155% 60% .65% .70% 175% ১৪0০৫ 85% 90% ১956 ১96৫ 97% 98% 99% HM 100% 
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(或 其 中 可 导出 的 任何 范围 ) 的 细胞 ,例如 神经 细胞 ,在 一 个 具体 实施 方式 中 ,细胞 群体 可 以 
包含 至 少 90% 91% 92% 93% 94% 95% 96% 97% 98% 99% (或 其 中 可 导出 的 任何 
范围 的 神经 细胞 .与 目前 已 知 的 方法 和 没有 使 用 引发 的 方法 相 比 ,本 发 明 可 以 实现 来 自 多 
能 干细胞 分 化 的 神经 细胞 的 意 想不到 的 高 产 率 。 


[0068] ”还 可 以 提供 


包含 由 上 述 任 何方 法 提供 的 神经 细胞 或 星 形 胶 质 细胞 的 细胞 群 。 其 它 


实施 方式 可 以 提供 至 少 或 约 105、10 、103、109、10 个 神经 细胞 (或 其 中 可 导出 的 任何 范围 ) 
的 分 离 的 细胞 群体 .分 化 的 细胞 可 以 包含 至 少 90% (例如 ,至 少 或 约 90%、95%、96% 、97%、 
98%、99%、99.5% 或 其 中 可 导出 的 任何 范围 ) 的 神经 细胞 或 星 形 胶 质 细胞 ,在 具体 实施 例 
中 ,所 述 细胞 群体 可 以 在 神经 细胞 特异 性 的 启动 子 下 包含 转基因 (例如 ,编码 可 选择 和 /或 
可 筛选 标记 ) ,例如 ,所 述 转 基因 可 以 是 抗生素 抗 性 基因 或 严 光 和 蛋白 编码 基因 。 神 经 特异 性 


启动 子 的 非 限制 性 实例 包括 双 皮 质 素 (DCX) 、 神 经 元 1I1I 型 8- 微 管 蛋 白 (TUJ-1) ১৪২10128171 
(SYN1) 、 烯 醇 栈 2/ 神经 元 特异 性 烯 醇 酶 (ENO2/NSE) 、 胶 质 纤 维 酸性 蛋白 (GFAP) MEE Aa- 


1A 链 (TUBA1A) 、 神 经 元 配 基 2 (neurogenin 2) (NGN2) 或 微 管 相 关 和 蛋白 -2 (MAP-2) 。 所 述 方法 


还 可 以 包括 例如 基于 可 选择 或 可 筛选 标记 的 神经 元 特异 性 或 星 形 胶 质 细胞 特异 性 表达 来 
分 离 或 富 集 神经 细胞 或 星 形 胶 质 细胞 。 


[0069]  B. 神 经 元 谱 


系 表征 


[0070] ”为 了 鉴定 神经 细胞 、 确 定 朝 癌 神 经 谱系 的 分 化 效率 ,选择 或 分 离 神 经 细胞 或 语 集 


神经 细胞 ,可 以 评估 神经 谱系 特征 (Schwartz et al.,2008) 。 


[0071] 在 具体 的 实施 方式 中 , 祖 细胞 神经 谱系 细胞 ,例如 培养 的 细胞 ,可 以 基于 该 细胞 对 


梨 和 蛋白 、Soxl、Pax6、FORSE-1、N-CAD、CD133、CD11、FOXG1 和 3CB2 中 的 一 种 或 多 种 的 表达 来 鉴 
定 为 神经 细胞 这 种 细胞 培养 物 可 以 通过 本 文 所 述 的 方法 或 通过 其 它 方法 (包括 那些 以 后 


开发 的 方法 ) 产生 ,在 具体 的 实施 方式 中 ,通过 Dex、MAP-2、 突 触 素 1、TuJl1、NSE、Map2a、 
Gap43、NF、CD24、CDH2/CD325、 突 触 泡 蛋 白 和 CD56/NCAM 中 一 种 或 多 种 的 表达 ,可 以 将 成 熟 神 


经 细胞 ,包括 培养 的 细胞 ,鉴定 为 成 熟 神经 细胞 .这 种 细胞 培养 物 可 以 通过 本 文 所 述 的 方法 


或 通过 其 它 方法 (包括 那些 以 后 开发 的 方法 ) 产生。 


[0072] 神经 细胞 可 以 根据 许多 表 型 标准 来 表征 。 标 准 包 括 但 不 限于 形态 特征 的 显微镜 观 
察 、. 表 达 的 细胞 标记 、\ 酶 活性 、 神 经 递 质 及 其 受 体 的 检测 或 定量 ,以 及 电 生理 功能 。 
[0073] ”可 以 用 于 各 种 实施 方式 的 某 些 细胞 具有 神经 元 细胞 的 特有 形态 特征 这 些 特征 是 


本 领域 技术 人 员 所 熟知 的 .例如 ,神经 元 包括 小 细胞 体 , 和 轴 突 和 树 突 回忆 多 重 过 程 
(multiple processes reminiscent of axons and dendrites) 。 

[0074] ”神经 细胞 还 可 以 根据 它们 是 否 表达 特定 种 类 的 神经 细胞 特有 的 表 型 标记 来 表征 ， 
所 述 特 定 种 类 的 神经 细胞 包括 但 不 限于 多 巴 胺 能 神经 元 (标记 包括 TH、AaDC、Dat、0tx-2、 
FoxA2、LMX1A 和 VMAT2) 、 胆 碱 能 神经 元 (标记 包括 NGF , ChAT) .GABA 能 神经 元 (标记 包括 GAD67 
和 和 vGAT) 、 谷 氨 酸 能 神经 元 (标记 包括 v6LUT1) 、 血 清 素 能 神经 元 、 运 动 神经 元 (标记 包括 HB9、 
SMN、ChAT、NKX6) 、 感 觉 神经 元 (标记 包括 POU4F1 和 外 周 重 白 ) 、 星 形 胶 质 细胞 (标记 包括 GFAP 
和 Tapal) 和 少 突 胶 质 细胞 (标记 包括 01、04、CNPase 和 MBP) .所 述 神经 细胞 可 以 表达 特定 种 


类 的 神经 细胞 类 型 的 1 .2、3、4、5 或 更 多 种 标记 物 。 


[0075] ”特定 神经 亚 型 ,特别 是 终 末 分 化 细胞 如 多 巴 胺 能 .GABA 能 、 谷 氨 酸 能 5- 羟色胺 能 
p 


和 胆 碱 能 神经 元 所 特 


有 的 是 ,在 神经 递 质 的 生物 合成 ,释放 和 再 摄取 中 涉及 的 受 体 和 酶 ,以 
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过 对 突 触 素 染 色 来 获得 ,可 以 通过 例如 检测 


说 BB # 13719 页 
EE 件 中 参与 涉及 的 离子 通道 , 突 触 形成 的 证 据 可 以 通 


y 氨基 丁 酸 GABA) RAR (glutamate) . 44 


胺 、3,4- 二 羟基 茶 丙 氨 酸 DOPA ERE EN 
神经 递 质 的 接受 性 的 证 据 。 


[0076] 《在 一 个 特定 方面 , 星 形 胶 质 细胞 可 
是 中 枢 神经 系统 中 神经 胶 质 细胞 的 亚 型 。 它 


cell) 。 一 般 为 星 形 


,它们 的 许多 过 程 通常 包 


.乙酰胆碱 和 5- 羟 色 胺 的 受 体 来 获得 对 某 些 


Xy 


AN 


以 与 神经 元 
们 也 称 为 星 
FEH 


起 培养 或 共 培 养 . 星 形 胶 质 细胞 
形 的 胶 质 细胞 (astrocytic glial 
神经 元 在 体内 产生 的 突 触 。 星 形 胶 质 细胞 


es 


通常 使 用 组 织 学 re 


EH BE RZ 


BH 


Ae. 


;许多 这 些 细胞 表达 中 
四 胞 的 三 种 形式 , 即 纤维 状 、 原 生 质 ， 
有 相对 较 少 的 细胞 器 ,并 表现 出 长 的 无 分 支 的 细胞 过 程 。. 这 种 类 型 通常 具有 1 


间 丝 胶 质 纤维 酸性 重 白 (GFAP) .在 CNS 中 存 
大 和 径 回 。 纤 维 性 胶 质 通常 位 于 白质 内 ,其 
管 足 ”, 当 它 


J 


们 靠近 毛细 管 壁 外 部 的 细胞 时 将 与 其 物理 


12 


接 。 原 生 质 神经 胶 质 存在 于 灰质 组 织 中 ,具有 


更 大 量 的 细胞 器 ,并 表现 出 短 的 和 高 度 文化 的 三 级 过 程 。 径 向 神经 胶 质 被 设置 在 简直 于 心 


zs 


线 的 平面 中 。 径 向 胶 质 细胞 主要 存在 于 发 


A RHI ,并 且 可 在 体内 的 神经 元 迁移 中 起 作 


用 .视网膜 的 称 勒 细胞 (Mueller cell) 和 小 脑 度 质 的 伯 格 曼 胶 质 细胞 (Bergmann glia 


cell) 则 是 例外 ,并 且 在 成 年 期 仍然 存在 。 


[0077] “C. 细 胞 的 遗传 改变 
[0078] ”可 以 通过 在 分 化 之 前 、 期 间或 之 后 


三 | 
FE 


个 方面 中 使 用 的 细胞 (例如 神经 元 、 
公开 2002/0168766) .通常 , 当 多 核 背 


形 胶 质 细胞 等 ) 含有 一 个 或 多 个 遗传 改变 
狼 已 通过 任何 合适 的 人 工 操 作 手 段 转移 到 细胞 中 时 ， 


对 细胞 进行 遗传 工程 改造 ,使 在 本 文 所 述 的 各 
(美国 专利 


或 者 当 细 胞 是 遗传 了 该 多 核 茸 酸 的 最 初 改 2 


的 细胞 的 后 代 时 ,细胞 是 遗传 改变 的 “或 转 


基因 的 ”例如 ,可 以 通过 在 细胞 进展 为 限制 


性 发 育 详 系 细胞 或 终 末 分 化 细胞 之 前 或 之 后 遗 


传 改 变 细胞 以 表达 闹 粒 酶 道 转录 酶 来 加 工 
男 一 个 实施 例 中 ,细胞 可 
择 标 


NE- oe 


SAE HZ TE AY APE 4 
IV. 神 经 培养 物 的 使 用 


会 


TU `N | YH A 
[0079] 


[0080] 


= 


包含 在 神经 启动 子 (例如 ,MAP2 启 动 子 ) TET 

记 , 允许 有 效 选 择 或 筛选 神经 元 细胞 .具体 地 ,多 能 细胞 可 以 用 标记 物 工程 化 ,分 化 为 

神经 细胞 ,然后 基于 该 标记 物 选择 以 获得 纯化 的 神经 细胞 群体 (例如 神经 元 、 多 巴 胺 能 
| 申 经 元 .GABA 神经 元 等 ) 。 


增加 其 复制 潜力 (US 2003/0022367) 。 在 


下 的 可 第 选 或 可 先 
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神经 


显示 同步 神经 元 放电 或 同步 动作 电位 的 神经 细胞 培养 物 也 可 用 于 例如 测试 分 子 


==! 


影响 ,或 用 于 毒 


对 神经 分 化 或 存活 的 
以 包括 鉴定 影 
可 用 于 发 现 、 开 发 和 
作用 并 影 
障碍 的 细胞 和 分 


轴 突 导向 、 神 经 ? 


测试 与 神经 干 台 


或 药物 候选 物 。 
[0081] 


PE DAR BX UU ak a} PL AS AS Tc Dh BE 
响 神经 元 活性 、 可 塑性 (例如 ,长 期 4 
昌 胞 、 神 经 祖 细 胞 或 分 化 的 神经 
向 其 后 物 学 的 新 药物 和 化 合 物 。 神 经 细胞 也 可 以 在 设计 用 于 鉴 
基础 的 研究 中 具有 很 大 的 效用 ,所 述 神经 发 
性 疾病 、 神 经 元 可 塑性 以 及 学 习 和 记忆 。 这 样 的 神经 生物 学 研究 可 用 于 鉴 
定 这 些 过 程 的 新 型 分 子 组 分 ,并 提供 现 有 药物 和 化 合 物 的 新 用 途 , 以 及 鉴 


在 一 些 实施 方式 中 ,可 以 测试 一 种 或 多 种 特 


影响 。 这 可 


曾 强 ) 或 功能 的 化 合 物 的 筛选 。 细 胞 培养 物 
或 神经 元 细胞 类 型 相互 

定神 经 发 育 和 功能 
A 和 功能 障碍 包括 但 不 限于 


es 


Ke 


TA BID BE hp 


定 化 合 物 以 确定 该 化 合 物 是 否 具 有 可 


能 有 荔 于 治疗 疾病 的 效果 。 例 如 ,化 合 物 改 2 


神经 网 络 活性 (例如 同步 簇 放电 ) 的 能 力 可 通 


露 包含 兴奋 性 和 抑 人 


171৭ 


由 性 神经 元 的 培养 物 来 使 用 , 任 选 地 还 包括 


星 形 胶 质 细胞 ,其 中 所 


A 
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述 兴 奋 性 神经 元 .抑制 性 神经 元 和 /或 星 形 胶 质 细 胞 来 源 于 从 健康 供 体 获得 的 iPS 细 胞 。 基 
于 化 合 物 对 神经 活性 的 影响 ,然后 能 够 确定 所 述 化 合 物 是 否 可 用 于 治疗 疾病 。 例 如 ,显示 出 
减少 神经 元 同步 放电 的 化 合 物 可 用 于 治疗 以 太 多 同步 放电 (例如 瘦 病 、 玫 独 症 、 精 神 分 裂 症 
等 ) 为 特征 的 疾病 。 在 一 些 实施 方式 中 ,兴奋 性 神经 元 .抑制 性 神经 元 和 /或 星 形 胶 质 细胞 源 
自 患 有 疾病 (例如 遗传 性 疾病 或 具有 遗传 组 分 或 风险 因子 的 疾病 ) 的 受 试 者 的 iPS 细 胞 ,所 
述 疾病 例如 神经 或 神经 变性 疾病 (例如 , 自 闭 症 \ 疗 病 、ADHD、 精 神 分 裂 症 、 双 相 性 精神 障碍 
等 ) 。 在 一 些 实施 方式 中 ,可 以 在 第 一 化 合 物 或 毒素 的 存在 下 培养 神经 元 ,使 得 神经 培养 物 
将 显示 与 疾病 状态 相似 的 性 质 ;在 这 些 实施 方式 中 ,可 以 向 神经 培养 物 提 供 第 二 化 合 物 , 以 
观察 第 二 化 合 物 是 否 可 以 减轻 或 降低 第 一 化 合 物 或 毒素 的 作用 。 在 其 他 实施 方式 中 ,神经 
培养 物 可 用 于 确定 化 合 物 是 否 对 神经 培养 物产 生 毒 性 或 不 利 影响 。 

[0082] ”实施 例 

[0083] ”包括 以 下 实施 例 以 说 明 本 发 明 的 优选 实施 方式 .本 领域 技术 人 员 应 当 理 解 ,以 下 
实施 例 中 公开 的 技术 代表 由 发 明 人 发 现 的 在 本 发 明 的 实践 中 良好 地 起 作用 的 技术 ,因此 可 
以 被 认为 构成 其 实践 的 优选 模式 。 然 而 ,根据 本 公开 内 容 , 本 领域 技术 人 员 应 当 理 解 ,在 不 
脱离 本 发 明 的 精神 和 范围 的 情况 下 ,可 以 对 公开 的 具体 实施 方式 进行 许多 改变 ,并 且 仍 然 
获得 相同 或 相似 的 结果 。 

[0084] ”实施 例 ! 

[0085] ”在 Mestro 多 电极 阵列 上 来 自 iPS 细 胞 的 神经 元 的 细胞 外 单一 单元 记录 

[0086] ”以 下 方法 可 用 于 在 Mestro 多 电极 阵列 Mestro Multielectrode Array ,MEA) EF 
养神 经 细胞 .解冻 这 6H 轧 神经 元 ,并 铺 板 到 用 50% 聚 乙烯 亚 胶 (PEL; Sigma) 溶液 预 包 被 的 48 
孔 MEA 板 中 。 在 铺 板 后 第 1 天 ,用 Neurobasal-A 培 养 基 (NBA;Life Technologies) +10 % RIIE 
血清 替换 物 (KnockOut Serum Replacement,KSR;Life Technologies) 替换 100% 的 用 过 的 
培养 基 。 在 铺 板 后 第 5 天 ,用 NBA+10%KSR 替 换 50% 的 用 过 的 培养 基 。 在 铺 板 后 第 8 天 ,记录 基 
线 活性 ,细胞 用 化 合 物 处 理 , 并 随后 记录 活性 。 

[0087] ”准备 48 孔 MEA 板 : 
[0088] 1. 通过 将 3.10g 克 酸 和 4.75g 四 胡 酸 钠 溶 解 在 燕 饮 水 中 制备 1L 确 酸 盐 缓 冲 液 . 将 pH 
调节 至 8.4。 如 有 必要 ,增加 或 减少 体积 

[0089] “2. 通 过 在 硼酸 盐 缓 冲 液 中 稀释 50%PEI 的 溶液 制备 0.05-0.1%PEI 溶 液 .通过 0.22 
um 过 滤器 过 滤 0.05-0.1%PEI 溶 液 ,注意 :0.05-0.1%PEI 溶 液 可 在 4'C 下 储存 长 达 1 个 月 。 
[0090] 3. 将 12541/ 孔 的 0.05-0.1%PEI 溶 液 加 入 到 48 孔 MEA 板 ,在 室温 下 温 育 1 小 时 。 
[0091] 4. 从 48 孔 MEA 板 中 吸出 PEI 溶 液 , 不 要 让 了 筷 干燥 。 

[0092] ”5. 用 至 少 300n17 孔 的 无 菌 水 冲洗 4 次 。 

[0093] “6 .在 无 菌 生物 安全 柜 中 敞开 盖子 将 48 孔 MEA 板 风干 过 夜 . 可 以 使 48 孔 MEA 板 风干 过 
夜 以 达 到 最 佳 的 细胞 附着 和 最 大 的 性 能 

[0094] 11001187170 (iCell®Neurons) :以 下 程序 详 述 将 1 瓶 论 日 念 神经 元 解冻 到 48 
孔 MEA 板 中 .相应 地 调整 2 瓶 诊 8 入 神 经 元 的 体积 一 次 不 要 准备 多 于 两 块 48 孔 MEA 板 ০ 

[0095] “1 工 .根据 icCel 久 神经 元 用 户 指南 ,准备 完整 的 iel 生 神经 元 维持 培养 基 (Complete 
iCell®Neurons Maintenance Medium) (Complete Maintenance Mediun, 完 全 维持 培养 


基 ) 。 任 选 地 ,青霉素 - 链 霉 妈 可 以 1X 终 浓度 加 入 到 完全 维持 培养 基 中 。 
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[0096] “2. 通 过 添加 250u1 层 粘连 和 蛋白 到 25ml 完 全 维持 培养 基 中 以 稀 杰 储备 层 粘 连 和 蛋白 洲 
液 (lmg/ml) 至 最 终 浓度 为 10ug/ml .通过 颠倒 管 轻 轻 混合 。 储 备 层 粘连 蛋白 洲 液 可 在 室温 或 
AC PERIL ০ 
[0097] 3. 根据 用 户 指南 解冻 iej 电 神经 元 ,并 在 含有 10ug/m1 层 粘连 和 蛋白 的 完全 保持 培 
养 基 中 将 细胞 悬浮 液 稀释 至 最 终 体积 为 10m] 。 
[0098] 4. 任 选 地 ,可 以 移出 细胞 悬浮 液 的 样品 ,并 使 用 血细胞 计数 器 计数 神经 元 以 确定 
细胞 的 存活 率 和 总 数 。 

[0099] ”5. 将 细胞 悬浮 液 转移 到 15m1 离 心 管 中 。 

[0100] ”6. 通 过 在 380Xg 离 心 5 分 钟 浓缩 神经 元 。 

[0101] 7 了 .吸出 上 清 液 至 刚好 在 细胞 沉 演 上方, 留 下 大 约 50u1 eb AS ONE AT RE 
空 抽 吸 的 不 精确 的 性 质 ,近似 地 提供 该 体积 
[0102] ৪. 加 入 12501 含 有 10ugjml 层 粘连 绰 白 的 完整 维持 培养 基 到 细胞 沉 演 定 中 ,并 通过 上 
下 吹 吸 轻 轻 地 重 悬 。 
[0103] ”9. 用 移 液 器 测量 细胞 基 液 的 总 体积 .添加 含有 10ug/ml 层 粘连 蛋白 的 完整 维持 培 
养 基 至 最 终 体 积 为 220n1 。 轻 轻 吹 打 混和 匀 。 

[0104] 10. 转移 细 胞 悬浮 液 到 1 .5ml 离 心 管 。 

[0105] “将 iei 念 神经 元 铺 板 到 48 孔 MEA 板 中 : 

[0106] “1 工 .通过 轻 轻 颠倒 管 2-3 次 彻底 混合 细胞 悬 液 .以 一 定 角度 倾斜 48 孔 MEA 板 ,使 得 所 
有 孔 的 底部 可 见 。 立 即将 4u17 孔 的 细胞 惹 液 液 滴 直 接 分 配 在 用 PEI 溶 液 预 包 被 的 48 也 MEA 的 
孔 的 记录 电极 区 域 上 。 
[0107] 2. 加 入 2ml1 无 菌 水 到 48 孔 MEA 板 的 孔 周 围 的 区 域 ,以 防止 液 滴 蒸 发 .不 要 让 水 进入 
48 孔 MEA 板 的 孔 中 。 可 以 在 铺 板 细 胞 悬浮 液 之 后 加 入 水 ,以 避免 当 板 倾斜 时 水 漏 入 孔 中 。 只 
要 48 了 LMEA 板 保持 湿润 的 环境 ,水 的 准确 体积 并 不 是 关键 。 
[0108] ”3. 用 无 菌 MicroClime 环 境 盖 WicroClime Environmental lid) #8 35484LMEAfK, 
3:4:370১5 96 C0s、95% 湿 度 的 细胞 培养 箱 中 温 育 约 40 分 钟 

[0109] 4. 在 添加 培养 基 之 前 ,加载 带 有 无 菌 吸 头 的 12 通 道 移 液 器 ,并 根据 需要 移 除 吸 头 ， 
以 便 分 配 到 48 孔 MEA 板 中 。 
[0110] 5. 以 陡峭 的 角度 (一 75-80 度 ) 倾斜 平板 。 沿 48 筷 MEA 板 的 孔 的 侧 壁 轻 轻 地 加 入 1504 
1/ 孔 的 含有 10ng/ml 层 粘连 蛋白 的 完整 维持 培养 基 , 使 用 12 通 道 移 液 器 一 次 一 行 。 培 养 基 添 
加 太 快 可 能 驱散 附着 的 神经 元 ,在 该 步骤 中 ,时 间 掌 控 可 能 是 关键 的 。 如 果 使 得 液 滴 干 燥 ， 
表现 可 能 受 损 ,可 以 首先 向 所 有 了 筷 中 加 入 小 体积 的 培养 基 , 而 不 是 在 每 个 孔 中 一 次 性 加 入 
总 体积 。 
[0111] 6. 将 48 孔 MEA 板 缓慢 地 放 回 到 生物 安全 柜 表 面 上 的 平整 位 置 , 以 使 得 培养 基 轻 轻 
地 覆盖 液 滴 。 

[0112] 7 了 7. 重 复 步 又 5, 直 至 300h1/ 孔 的 最 终 体 积 。 

[0113] “8 .用 无 菌 MicroClime 环 境 盖 履 盖 48 孔 MEA 板 , 37237 °C 5% C02, 95% HEE AY 2H Hl 
培养 箱 中 温 育 。 

[0114] 在 48 孔 MEA 板 上 维持 论 ell 吕 神经 元 : 

[0115] 工 .制备 补充 有 10%KSR 和 1X 青 霉 素 - 链 霉 素 的 NBA 培 养 基 (NBA+KSR 培 养 基 ) .通过 
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0.22hm 过 滤器 过 滤 。 任 选 地 , 青 考 素 - 链 需 素 可 以 1X 终 浓度 加 入 培养 基 中 。 

[0116] ”2. 在 铺 板 后 第 1 天 ,在 水 浴 中 将 NBA+KSR 培 养 基 平衡 至 37 °C 。 

[0117] 3. 如 上 所 述 装载 具有 无 菌 尖 端的 12 通 道 移 液 器 ,以 便 一 次 一 行 地 从 48 孔 MEA 板 中 
分 配 和 移出 用 过 的 培养 基 。 
[0118] 4. 使 用 12 通 道 移 液 器 ,一 次 一 行 地 向 48 孔 MEA 板 的 孔 的 侧 壁 轻 轻 地 加 入 150n1/ 孔 
的 37CNBA+KSR 培 养 基 。 培 养 基 添 加 太 快 会 驱散 附着 的 神经 元 。 

[0119] “5. 重复 步骤 4, 直至 300n1/ 孔 的 最 终 体 积 。 

[0120] ”6. 用 无 菌 MicroClime 环 境 盖 窗 盖 48 孔 MEA 板 ,并 在 37'C、5%C02、95% 湿 度 的 细胞 
培养 箱 中 温 育 4 天 。 
[0121 7 了 7. 在 铺 板 后 第 5 天 ,用 150n1/ 孔 的 新 鲜 37'CNBA+KSR 培 养 基 蔡 换 50% 用 过 的 培养 基 
(150u1/4L) 。 
[0122] 8. 在 37'C、5%C0s、95% 湿 度 的 细胞 培养 箱 中 温 育 3 天 。 为 了 最 佳 性 能 ,可 以 在 铺 板 
后 第 8 天 进行 数据 采集 。 
[0123] ”可 以 使 用 AxIS 软 件 Axion Integrated Studio,Axion BioSystems) 进行 数据 分 
析 和 获取 ,在 铺 板 后 第 8 天 或 之 后 ,神经 元 制备 物 可 适合 于 数据 采集 。 数 据 采 集 可 以 包括 应 
用 前 记录 (基线 ) ,复合 应 用 记录 ,随后 是 应 用 后 记录 (剂量 ) .可 以 使 用 AxIS 软 件 获取 电 活 
动 .CDIneuronconfig.datastream 文 件 可 以 确保 将 适当 的 数据 采集 设置 加 载 到 AxIS 软 件 
中 。 

[0124] 实施 例 2 

[0125] ”通过 使 用 人 类 iPSC 衍 生 的 细胞 类 型 滴定 EX/I 比 率 来 调节 神经 网 络 篮 放 电 和 同步 性 
[0126] 让 8 衣 你 神经 元 :本 发 明 人 利用 iPSC 技 术 将 来 自 正常 健康 供 体 或 特定 疾病 供 体 的 成 
人 细胞 重 编程 回 多 能 性 状态 。 在 这 种 状态 下 ,iPS 细 胞 具有 分 化 成 几乎 任何 细胞 类 型 的 能 
力 - 包 括 先 前 难以 实现 的 人 类 神经 元 。 重 要 的 是 , 论 引 入 神经 元 作为 冷冻 保存 的 材料 提供 ， 
可 以 在 一 周 的 任何 一 天 解冻 和 使 用 。 用 于 产生 冷冻 保存 的 论 g8 图 神经 元 的 一 般 示 意图 如 图 
1 所 示 。 
[0127] ”细胞 样品 的 特征 如 下 突出 显示 .icel 及 神经 元 是 基于 阳性 BIII- 微 管 蛋 白 
白 阴 性 染色 的 人 iPSC 衍 生 的 皮质 神经 元 的 高 纯度 群体 (>>95%) 。 它 们 具有 经 典 神经 元 
学 ,具有 在 培养 第 1 天 开始 的 双 极 或 多 极 神经 突 生 长 .这 些 细胞 已 被 确定 为 抑制 性 can 
~70%) 和 兴奋 性 ( 谷 氨 酸 能 ;一 30%) 神经 元 的 混合 物 , 并 且 已 经 在 基因 表达 水 平和 通 18 
征 分 子 标记 的 表 型 分 析 进 行 了 分 析 。 

[0128] PCene EMA: gE kpe (DA) 神经 元 可 以 被 培养 延长 的 时 间 。 两 个 星期 后 , 存 
在 显著 程度 的 神经 突 向 外 生长 ,并 且 在 这 一 点 形成 的 复杂 网 络 使 人 想起 经 典 神经 元 表 型 。 
ICefl® E EL HME TE AE > 80% TH 阳性。 论 8e 入 多 巴 神 经 元 也 是 抑制 性 GABA; 一 30%) 和 兴奋 性 
( 谷 氮 酸 能 ;一 70%%) 神经 元 的 混合 物 。 使 用 免疫 组 织 化 学 来 确认 神经 元 为 兴奋 性 神经 元 或 
抑制 性 神经 元 (图 2) 。 
[0129] ”在 这 些 实验 中 ,从 Cellular Dynamics International, Inc. Madison, WD 获得 
Cele L EIA, Cel ARNE TE MCIRE HZ KR AH Fa, USE Tite R ek IF EMEA BE 
培养 。 细 胞 在 从 Salk Institute (La Jolla,CA) 获得 的 BrainPhys 培 养 基 (Bardy et al., 
2015) 中 培养 。 
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[0130] 


说 


明 书 
在 这 些 实验 中 ,神经 元 细胞 类 型 被 混合 以 在 每 个 单独 的 
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四 胞 类 型 重新 巧 浮 之 后 且 


在 点 板 之 前 滴定 E/I 比 率 。 例 如 ,如 果 50%jiGgsl 信 多 巴 神 经 元 的 混合 物 与 50%% 论 本 的 冲 经 元 


[0131] 


[0132] 


点 板 。 
Brain phys 培 养 基 有 助 于 建立 /稳定 神经 元 网 络 


解冻 后 ,iel 坟 多 巴 神 经 元 在 维持 培养 基 (MM) 或 Brain Phys (BP) 培 


混合 ,将 40 微 升 UL) 的 重 悬 的 ieRH@@ 多 巴 神经 元 与 40nL 重 悬 的 论 强 人 @ 神 经 元 混合 。 在 细胞 类 
型 混合 完成 后 ,将 该 混合 物 溶液 用 于 对 MEA 板 进行 


基 中 培养 一 


12 天 。 描 绘 神经 元 网 络 活动 /连通 性 的 簇 放电 动力 学 分 析 显 示 , 与 在 MM 中 生长 的 培养 物 相 


比 ,BP 处 理 


的 培养 物 显示 出 更 强 


看 到 的 不 具有 更 大 网 络 活性 的 强 的 小 网 络 ( 单 通道 ) BETO HEL = 


娃 的 、 稳 定 的 大 网 络 簇 放电 。 更 具体 地 ,网 络 行为 从 在 MM 中 


化 为 在 BP 处 理 的 培 亲 


基 中 的 


大 的 涵盖 整个 培养 物 (全 通道 ) 网络 簇 放电 ,其 中 仍然 包括 强 的 小 网 络 ( 单 通道 ) 簇 放电 。 分 


析 和 结果 示 于 
[0133] 
[0134] 


HA 


图 


[0135] 


(poisson surprise) 和 和 化 放电 强 
(扩张 ) 内 的 通道 数量 。 使 用 该 工具 盒 ,在 所 述 混合 培养 物 的 所 有 和 孔 中 评估 活 | 


ae 


N 


[0136] 


图 


3 


1010 


1071০ 


中 。 


[0137] BHA 


(30:70,E: 1%) 58A 


INF 1k BP 8 


兴奋 量 的 增 


= 
A 


期 .注意 扩张 (图 


[0138] F] 
TES fee FOC FE, AFR 


度 


随 着 


[0139] 
[0140] 


兴奋 水 平 的 1 
平 也 随 着 过 度 兴奋 而 下 降 。 结 果 示 于 区 
দি 82712 


滴定 E/I 比 率 :E 对 I 是 不 同步 的 
| 量 的 8 个 孔 的 示例 光村 图 
(70:30,E:1%) 11001187750 (30:70) 设置 B/IE 


评估 


和 速度 图 。 


通过 混合 


iCell 


Z (细胞 类 型 的 百分比 在 图 
表示 4 分 名 记录 的 每 500 毫 秒 的 大 时 平均 放电 速率 .同步 网 络 息 放 电 在 培养 的 第 6_10 天 开 
始 , 结 果 示 于 图 
Axion 的 Neural Metrics tt LAG 


(每 个 通道 ) 平均 放电 率 、 


Beemer 


iB IE RTA FE K 


度 , 以 及 (所 有 通道 ) PA 28 RICH AT Hi RE Sd 8 PRT Fl, 


[8810] 


5, HE) ABE A 


6 中 。 


四 胞 的 神经 网 络 是 稳定 的 
使 用 与 用 于 滴定 E/T 比率 的 培养 物 相同 的 培养 物 ,除了 


| 量 的 增加 ,放电 速率 (firing rate) MEME IREX (bursting rate) KIK, m i 
:每 个 簇 放电 的 强度 .网 络 簇 放电 随 着 抑 第 
滴定 E/I 比 率 :1 对 E 是 超 同 步 的 

兽 加 ,8 个 孔 的 示例 原始 数据 轨迹 和 速度 图 。 
发 能 95 (95:5,E:I%) 细胞 来 设置 B/I 比 率 。 培 养 物 继续 显 
MAH 


曾 加 而 完全 消除 。 结 果 示 于 图 


,在 更 低 的 兴奋 


通过 混合 


首 加 而 提高 的 网 络 簇 放 电 强 度 
意 在 达到 兴奋 闵 值 之 后 网 络 瘾 病 发 作 (network seizures) 的 外 观 。 弓 
HERK, 


结果 示 于 医 
通道 复 放 电 速 率 和 簇 放 电 强 度 都 显示 不 同 的 E/I 比 率 峰 和 分 布 。 通 
曾 加 而 下 降 。 注 意 量 下 保持 


恒定 


将 ie 后 星 形 胶 质 细胞 


生 。 注 意 , 随 着 
| 不 改 


4 中 。 


10511807150 
示 同 步 网 络 
.还 要 注 


5 中 。 


的 扩张 水 


加 入 


细胞 培养 物 中 .添加 论 昌 韦 星 形 胶 质 细胞 后 7 天 的 结果 显示 在 图 7 中 。 在 星 形 胶 质 细胞 加 入 


后 ,通道 徐 放 电 速 率 E/I 比 率 分 布 发生 2 


被 归 一 化 ,结果 示 于 图 


[0141] 


[0142] 


8 中 。 


icCeg 国 多 巴 神 经 元 培养 物 上 的 兴奋 药 于 


表达 相似 E/I 比 率 (70:30) 的 神经 元 培养 物 的 两 个 实例 (第 12 天 ) 显示 在 图 
返 强 念 多 巴 神 经 元 (顶部 ) 是 中 脑 神经 元 ,而 谷 氨 
意 两 个 网 络 显 示 类 似 的 网 络 簇 放 电 强 度 水 平和 簇 放 电 后 低 哆 (rumbling) 水 平 ,3 
多 巴 神经 元 中 更 加 明显 。 
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> 化 ,所 有 E/I 比 率 上 的 强度 、 网 络 驴 放电 和 扩张 水 平 


9 中 。 


发 能 70 (底部 ) 细胞 类 型 是 皮 层 神 经 元 FE 


这 在 iCell@® 


学 的 两 个 例子 ,THIP (顶部 ) 和 L-655,708 


CN 106574248 A 说 AR # 18/19 页 


(下 部 ) 示 于 图 11 中 。THIP 激 活 紧 张 性 抑制 ,而 L-655,708 减 少 紧张 性 抑制 ,这 两 种 药理 学 试 
剂 无 一 改变 网 络 复 放电 强度 ,但 都 改变 簇 放 电 后 行为 .THIP 缩 短 了 整个 复 放 电 的 时 间 , 以 及 
簇 放 电 后 的 低 鸭 时 间 。 相 反 ,L-655,708 消 除了 之 后 的 安静 ”, 并 使 网 络 失去 同步 ,引发 了 主 
导 活 动 的 持续 活动 低 鸣 (rumble) 。 

[0143] ”在 培养 的 神经 元 中 观察 到 同步 簇 放电 。 观 察 到 在 相同 MEA 孔 内 的 所 有 16 个 电极 的 
大 部 分 上 的 同时 放电 。 这 些 强 烈 复 放电 尖峰 表示 神经 元 网 络 已 经 形成 , 且 细 胞 一 起 同步 放 
电 。 如 图 12 所 示 , 用 人 iPS 细 胞 入 生 的 神经 元 培养 物 观察 到 簇 放 电表 型 ;特别 地 ,注意 图 11 中 
的 每 个 y 轴 的 刻度 .如 图 13 所 示 , 可 以 在 多 电极 阵列 (例如 MEA 中 共 培 养 不 同比 例 的 兴奋 性 
和 抑制 性 神经 元 。 

[0144] সস 

[0145] ”根据 本 公开 ,可 以 在 没有 过 度 实 验 的 情况 下 进行 和 执行 本 文公 开 和 要 求 保护 的 所 
有 方法 。 虽 然 已 经 根据 优选 实施 方式 描述 了 本 发 明 的 组 合 物 和 方法 ,但 是 对 于 本 领域 技术 
人 员 显 而 易 见 的 是 ,可 以 将 变化 应 用 于 所 述 方法 和 所 述 方法 的 步骤 或 步骤 的 顺序 而 不 偏离 
本 发 明 的 概念 、 精 神 和 范围 .更 具体 地 ,显而易见 的 是 ,化 学 和 生理 学 相关 的 某 些 试剂 可 以 
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有 这 些 类 似 的 蔡 代 和 修改 被 认为 在 由 所 附 权利 要 求 限定 的 本 发 明 的 精神 、 范 围 和 概念 内 。 
[0146] ”参考 文献 

[0147] ”以 下 参考 文献 ,在 它们 提供 对 本 文 所 阐述 的 细节 进行 补充 的 示例 性 程序 或 其 它 细 
节 的 程度 上 ,通过 引用 具体 地 并 入 本 文 。 

[0148] PCT/US2011/046796 

[0149] ”美国 专利 申请 14/664,245 

[0150] ”美国 专利 公开 2002/0168766 

[0151] ”美国 专利 公开 2003/0022367 

[0152] ”美国 专利 公开 2003/0211603 

[0153] ”美国 专利 公开 2007/0238170 

[0154] ”美国 专利 公开 2008/0171385 

[0155] ”美国 专利 公开 2009/0029462 

[0156] ”美国 专利 公开 2011/0104125 

[0157] ”美国 专利 公开 2012/0276063 


Cp 


[0158] US 7,820,439 
[0159] US 8,153,428 
[0160] US 8,252,586 
[0161] US 8,426,200 
[0162] US8,513,017 
[0163] US 8,546,140 
[0164] US 8,735,149 
[0165] US 8,741,648 
[0166] US 8,796,022 


[0167] W02011130675 


21 


CN 106574248 A 说 AR # 19719 页 


[0168] W02012080248 

[0169] W02013067362 

[0170] W02013163228 

[0171] W02014172580 

[0172] WO 2011091048, 

[0173] Allen et al. “Astrocyte glypicans 4 and 6 promote formation of 
excitatory synapses via GluAl AMPA receptors’ Nature 486,410-414, 2010. 

[0174] Bardy et al. “Neuronal medium that supports basic synaptic functions 
and activity of human neurons in vitro.Proc Natl Acad Sci US A.2015 Apr 
13. pii:201504393, 2015. 

[0175] Chen et al.,Cell,133:1106-1117, 2008. 

[0176] Chen et al.,Nature Methods 8:424-429,2011. 

[0177] Dani et al., “Reduced cortical activity due to a shift in the balance 
between excitation and inhibition in a mouse model of Rett syndrome,” 
Proc.Natl.Acad. 2005. 

[0178] Gibson et al., “Imbalance of neocortical excitation and inhibition and 
altered UP states reflect network hyperexcitability in the mousemodel of 
fragile X syndrome,” J.Neurophysiol 100:2615-2626, 2008. 

[0179] Hagerman and Hagerman, “The fragile X premutation:into the phenotypic 
fold,” Curr.Opin.Genet. Dev. 12:278-283, 2002. 

[0180] Ludwig et al.,Nat.Biotechnol.,24 (2) :185-187,2006b. 

[0181] Ludwig et al.,Nat.Methods,3 (8) :637-46, 2006a. 

[0182] Massimini et al., “Cortical mechanisms of loss of consciousness: 
insight from TMS/EEG studies,” Arch Ital Biol 150 (2-3) :44-55,2012. 

[0183] Schwartz et al.,Methods 45 (2) :142-158, 2008. 

[0184] Tabuchi et al.,“A neuroligin-3 mutation implicated in autism 
increases inhibitory synaptic transmission in mice,” Science 318,71-76, 2007. 
[0185] Takahashi and Yamanaka,Cell,126:663-676, 2006. 

[0186] Takahashi et al.,Cell,126 (4) :663-76, 2007. 

[0187] Takahashi et al.,Cell,131:861-872, 2007. 

[0188] Yu et al.,Science,318: 1917-1920, 2007. 

[0189] Yu and Thomson,Genes Dev. 22 (15) : 1987-97, 2008. 

[0190] Yu et al.,Science,324 (5928) :797-801, 2009. 

[0191] Zhang and Sun, “The balance between excitation and inhibition and 
functional sensory processing in the somatosensory cortex,’ Int Rev Neurobiol 
97:300-33, 2011. 

[0192] Zhang et al.,Neuron,78:785-798, 2013. 


22 


CN 106574248 A 说 BA 6 附 1/15 页 


SR 


诱导 多 能 干 AEE 冷冻 保存 的 
(iPS) 细胞 细胞 类 型 iCell 神 经 元 


23 


CN 106574248 A 


说 


A 书 附 


44 


24 


抑制 主导 
sal 


০5177 


GAT 


[70%] 


元 


-i 


N 


ro 
$ y s X OA $ 
ইং ক SF LS সি 


A 
২২ 
১ 


aad ead COCO E TOES: 


DO 


2/15 页 


CN 106574248 A 说 H 书 附 


3/15 页 


বি 


(G25) 


০১৯ 


RN 
SS 


SS 
ER 
২ NSS 
See 


CHEF ZR BAe 1%) 


? 
f 


25 


CN 106574248 A 说 BA 6 附 图 4/15 页 


সি 


সস 
RAR 


Sy HLH 


j 


{334% SG 


JAAS SE 


ee 3 ডি সতী = 
বশ 


$ 
০১১১৬ 


ee 


$ 3e 


Bo AAV ০ N 


২২ 


INS ১ 


ER 


S RE g 8 ৰ eit i ney 
ee eR Ss au) SRN | (QU) সু 


3২3 


26 


CN 106574248 A 


pecdsededededbedided. 


১১০১১১১১১১১ 


SAA SASASAASASASAA SA SAS AAS! 


বেপার 


বব 


ANN 


পি 


NN 


SR 


we 


. x RN 
NR 


০০০০০০০০০৩০ 


说 AR # Mi 


N 
২২ 
২ 
৯৯৯ তে 
১২২8 


22775 


৮৮2 


ও 


3) 


$ 
N 
২ 
N 
২ 
SS 


2 


০ 
RS 


SSS 


2 


2: 


多 


CN 
RN 
SSNS 
১১২৯৯১১১২২২ 


x 


555 


৫ 


এসসি 


ক 


A 


NS 


বত 


图 5 ( 续 ) 


27 


5/15 页 


CN 106574248 A 说 H 书 附 


6/15 页 


GS) Bs 


28 


CN 106574248 A 说 H 书 附 


7/15 页 


Ye: 


et, 
F 


页 


5 ( 续 ) 


29 


CN 106574248 A 说 H 书 附 


8/15 页 


X 
X 
X 
X 
X 
X 
X 
X 
X 
X 
২ 
= 


S 
K 
w 
© 
= 
Ñ 
Ni 


ছি SEE 


SANSA NNN 


ye. 


৩ 


N 


PLIST II ISI IIIS PS PISS 


- : : X 
০১8 


x ; ১ 
উস 
৬ ss 
wy y ye $ w 
N RN 
3 vs 


(CS#} উড ৯৩ aS ST 


ww, NS 
EN ws 


২ 
বিসিসি 


Re N x i 


(qda) SU জারির 


2: 


ই মহ বর CCC RR CK et 


০... 


= 


y — 、 
g ৮ x 


RNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNSNSNSNNNNSNSNSSSSNSN 


রত 


G 
HY 
OG 
© 


২ 


2 
5 
1% 
B 
Z: 
AAA 


ES 
4, 


72222245222: 


লা 


À 
X 


N 
N 
N 
N 


5 


R & 


7, 


BE 


N 
N 
N 


সখ RS 


30 


CN 106574248 A 说 H 书 附 


9/15 页 


$ 


43 
“eS 


রি 


BESS SS DR 


{75%} 


পিঠ er পিল পর রী সি পপ পপ পপ পপ পপ IEDR Ry SB সপ: পি পপ পি OE পোল পাপ বপন IE পল পপি ARA AR EB পিপি তি AA NE NATE AOE তি BALA বশ AB পপ A ৫০৮৯৮ Ha ig he লা AEA AW ALMA সি কি 


পন 


৭১০ > 
বর রব 


SS N 
NN SS SS 


EE 


BUR th: 


০০০ 


i SBA (15K) 07951 


sA 


রি 


রর 


RY 
২ 


3 
ł 
{ 
২ 


31 


CN 106574248 A 


说 


TEE BS. 
3 Ss 4 sere 


“4D 


PR SA: 
SS 


a এই 
a 一 


২১১১১১১১১১১ TTT 


Se R F & lR 
২ R Q S&S & 

OM R WW G&G কিঃ 

Bay iN yo ga 


£34567 


4 


So ES TS TE TE ST R ERRPPRRERRERPPERE 


৮800 


(way) PRF 


A 书 附 


32 


লি 


324 BF G 


SEEE RAs 


২ 
২ 
Sse 
চক্র 
এ 
= 


২১১১ 
X 


NA N 
২ 


Na 
NI 


সই 


Re 
২ 
NA ২: 


4 


CT 


nae rrara 


4 


经 


(qe) জয় NE Re RIAN N! 


২ 


RS 


ene 
২২২২ 


RS 


43 % & 


48 


TREE 


& 2 2 N টি 
& =) S 

ka ñ XN s 
Luda) IRNSS N 


10/15 页 


11/15 页 


k 
5 


PIP 2524 


Z n 
; 各 পি | এসি 
A 3 
পু $ 
; 4 
; A 
; A পল 
ohh ১০০, লিল 
০৮৮৫৫: ; g A পপ ; 
পপ পপি 了 ০০422222225 sE ni ie eye: PARINI ++ an, 
$ ৫ arte: y 
$ 225০ রশ 
p DI ALA 
i Z eee 
Ah A pores পি 
3 % পিপিপি, 
人 S Serer 
ne A 
F ৮ ক লন BE 
A এ 
nies g 
多 x 
A নু 
; 3 
; WE 
i তা 
বি 了 aide চেটে 224 
2 


২৯ 


4 
月 


附 


书 
iCell 多 巴 神经 元 


x 


5, 


পপ 


টির 


y; 


NG 
i 


x 
+ 


BE বেশশন seen, রি 
৫৫422 
29997. 


BY 


2 


BA 


i ? ANNA ৫ 
é f tte AAA 
2৯ 六 i oe 
A ay পন 2 রর 


2 


<x 


25245 
AAA 


পপ 


ী পেপে 
শে 


22222 


রে কন 


৫৫ 


22 


১১১১১ 


NDS 


ss 


2 এ 2 z ; z f 5: : ` 

A এ z z 4 

i , Y ৫ $ 3 £ 2 2 এ OO + +2222 SS. 
$ 2 3 ee: 

p 3 p A 5 AAG 2৮৮৫৫ rr EE titties ০০০০৪ শে renee 
পল্লী সলিল LOE EEE 7 ; ; 


oe 4 & @ GB % খু 


& 


fy 0% 
A Ph 


py 4 ee 
(1) ee 


pa 
রে 


রি E 


1244) BBG 


OR 


HEY 


CN 106574248 A 


33 


12/15 页 


书 附 


iCell 多 巴 神经 元 


明 


让 


CN 106574248 A 


RF 


MOER 


人 
(4 


A Z 


MS 


5 
ae Bh 8 8B 必 


fro ww 


annann 


পরল 


আছ E লা বি জিত 


gAn 


(ei) M 


17122 


34 


13/15 页 


T= 
a 


明 书 


让 


CN 106574248 A 


$ 
ভি 


পারের 


পিকে 
2 D 


3 


Se 


পপর 
page 


x 


১২২২১ 
১৯১৯৯৯৯৯৯৯৭ 


পর 


Ley 
০০92০ 
x 


7 
2 


২২২০২২০৩১৭২ 
N 


RSSSSSSSSSSSS 


y 
X, 


EBL 


% 


ডৰ 


f 


wid 9) 404888" 


~ 


৯২১২৯১৯১৯৯৯ 


শি 


এ $ 
পলিপ 


X 


১১১২১১১১২১১১২ 


৮ 


yer 2) 2174. 


d 


图 11 


35 


CN 106574248 A 说 H 书 附 


14/15 页 


元 


神经 


i 


SN: 


对 


元 


১১৪ 


পি 
সেসব 
SOS 


SSS 


১৯০১ 


ও 


100% 10611772255 


110517722 


RS X সস 


২ 
REARS 
N 


ROSE 


২১১১১১১১১১১১১২১১১১১১১১১১১১২২১১১১১১১১১১২২ SS 
SX SA BS SS Ss 


oR 


eR 


36 


15/15 页 


২7১31 
ouseeyy UoIxYy 


A 书 附 


说 


CN 106574248 A 


tags 


27812718718 
গজ ৬ 306 
US! 


25887171116 
26%2%55%025 


WE 


sf tal 
PS 


০০০ 


E 


০014০ 


图 13 


37 


